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M A P A  P O L S K I E J  B I O C H E M I I

50 lat studiów biochemicznych na Uniwersytecie Warszawskim

Ireny Szumiel (rocznik 1960). Następ­
nie prof. dr hab. Jadwiga Bryła przed­
stawiła 40-letnią działalność naukowo- 
dydaktyczną Instytutu oraz losy ab­
solwentów, którzy wykonywali prace 
magisterskie w  Katedrze i Instytucie, 
a Kierownicy Zakładów zaprezento­
wali tematykę badawczą poszczegól­
nych Zakładów. Miłym akcentem były

Fotografia 3. Wystąpienie prof. dr hab. Andrzeja 
Dżugaja, Prezesa Polskiego Towarzystwa Bioche­
micznego, na spotkaniu jubileuszowym. Obok prof. 
dr hab. Jadwiga Bryła, Dyrektor Instytutu Bioche­
mii od 1993 roku.

kwiaty i gratulacje pracowników i Dy­
rektorów Instytutów wchodzących w 
skład Wydziału Biologii oraz zaprzy­
jaźnionych biochemików, m.in. prof. 
dr hab. Wiesława Oleszka z Instytutu 
Upraw, Nawożenia i Gleboznawstwa 
w Puławach oraz prof. d r hab. Woj­
ciecha Rode z Instytutu Biologii Do­
świadczalnej PAN im. M. Nenckiego. 
Uroczystość zakończono sesją plaka­
tową oraz rozmowami przy lampce 
wina w  holu gmachu W ydziału Biolo­
gii, a następnie w  Zakładach Instytutu 
Biochemii.

PROFESOR IRENA CHMIELEWSKA 
-  KREATOR BIOCHEMII NA 
UNIWERSYTECIE WARSZAWSKIM

Inicjatorką i organizatorką studiów 
biochemicznych na Uniwersytecie 
W arszawskim była prof. d r hab. Ire­
na Chmielewska (Fot. 4), która ukoń­
czyła studia chemiczne i biologiczne 
w latach 1922-1929. Tematyka Jej 
rozpraw y doktorskiej (obronionej w

Fotografia 1. Gmach Wydziału Biologii, w którym mieści się Instytut Bioche­
mii.

SPOTKANIE JUBILEUSZOWE 
NA WYDZIALE BIOLOGII

W 2008 roku minęło 50 lat od czasu 
utworzenia Katedry Biochemii na Wy­
dziale Biologii i N auk o Ziemi Uniwer­
sytetu Warszawskiego i zakończenia 
studiów pierwszych dyplomantów. Z

U r o c z y s t o ś ć  
otworzyła dr hab. 
Joanna Pijanowska, 
Dziekan Wydziału 
Biologii, a następnie 
uczestników powi­
tała prof. dr hab. 
Jadwiga Bryła, p.o. 
Dyrektora Instytu­

tu Biochemii. Uroczystość zaszczy­
cili i głos zabrali: prof. dr hab. Marta 
Kicińska-Habior, Prorektor UW ds. 
Studenckich, prof. dr hab. Paweł Ku­
lesza, Dziekan W ydziału Chemii oraz 
prof. dr hab. Andrzej Dżugaj (Fot. 3), 
Prezes Polskiego Towarzystwa Bio­
chemicznego, które w  2008 roku rów ­

nież obchodziło 
50-lecie swojego 
istnienia. Podczas 
spotkania została 
przedstawiona hi­
storia utworzenia i 
działalność Katedry 
Biochemii w  oczach 
pierwszego pracow­
nika prof. dr hab. 
Zbigniewa Kaniugi 
(autora opracowa­
nia „Katedra Bio­
chemii 1958-1968") 
oraz pierwszych ab­
solwentek: dr Mo­
niki Fonberg-Mro- 
czek (rocznik 1958) 
oraz prof. dr hab.Fotografia 2. Uczestnicy jubileuszowego spotkania w auli Wydziału Biologii.

Jadwiga Bryła

Instytut Biochemii,
Wydział Biologii Uniwersytetu Warszawskiego 
ul. M iecznikowa 1,
02-096 W arszawa 
e-mail: bryla@ biol.uw.edu.p

tej okazji 8 grudnia 2008 roku odbyło 
się w gmachu W ydziału Biologii UW 
przy ul. Ilji Miecznikowa 1 (Fot. 1) spo­
tkanie władz i pracowników Wydziału 
z byłymi i obecnymi pracownikami 
Instytutu Biochemii oraz absolwenta­

mi Wydziału Biolo­
gii (Fot. 2), którzy 
wykonywali prace 
licencjackie, magi­
sterskie i doktorskie 
pod opieką począt­
kowo pracowników 
Katedry, a od 1969 
roku — Instytutu 
Biochemii.
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1933 roku) i habilitacyjnej (1939) oraz 
9 publikacji z tego okresu dotyczyła 
barw ników  antocyjanowych roślin, 
wskazując na Jej zainteresowania ba­
daniam i z dziedziny biochemii. W 
czasie wojny pracowała w firmach 
„Bakulit" i „Klawe". W 1946 roku 
podjęła pracę w  Zakładzie Chemii O r­
ganicznej Uniwersytetu W arszawskie­
go na stanow isku adiunkta, a następ­
nie w  1947 roku jako docent etatowy 
zorganizow ała wykłady i ćwiczenia z 
chemii organicznej dla 
studentów  W ydziału 
M a te m a ty c z n o -P rz y ­
rodniczego. Jednocze­
śnie rozpoczęła pracę 
w  Instytucie Farma­
ceutycznym  na sta­
now isku Kierownika 
Z akładu Biochemii, 
gdzie w e współpracy z 
II Kliniką Chirurgiczną 
A kadem ii Medycznej 
został opracowany 
hydrolizat białkowy 
do w lew ów  dożyl­
nych. Po spraw dzeniu 
przydatności tego pre­
paratu  w  lecznictwie, 
jego produkcja została 
uruchom iona w  1951 
roku. W tym  czasie 
otrzym ała nagrodę 
państw ow ą III stopnia 
za zespół prac z dziedziny biochemii 
i zastosowanie badań w medycynie i 
farmacji. W 1955 roku uzyskała tytuł 
profesora nadzwyczajnego, a w  1957 
roku została odznaczona Krzyżem 
Oficerskim Orderu Odrodzenia Pol­
ski. Nominację na Profesora zwyczaj­
nego otrzym ała w  1961 roku, a w 1964 
roku została członkiem koresponden­
tem Polskiej Akademii Nauk.

W latach 50. pod redakcją prof. dr 
hab. Ireny Chmielewskiej ukazały się 
trzy monografie biochemiczne: „Biolo­
giczne procesy oksydoredukcyjne” (PWN 
1953), „Metody badania składników ro­
ślin" (PWN 1955) oraz przy udziale 
W. Brzeskiego i Z. Kasprzyk „Zagad­
nienia metabolizmu roślin w świetle izo­
topowej metodyki badań" (PWRiL 1960). 
W latach 1958-1965 była redaktorem  
naczelnym  kwartalnika „Postępy Bio­
chemii". Pod Jej kierunkiem na Wy­
dziale Biologii i N auk o Ziemi były 
początkow o prow adzone ćwiczenia z 
biochemii, a od 1956 roku studenci za­
częli w ykonywać prace magisterskie,

dając początek kierunkowi bioche­
micznemu na tym  Wydziale.

UTWORZENIE KATEDRY (1958) I 
INSTYTUTU BIOCHEMII (1969)

We w rześniu 1958 roku została 
powołana Katedra Biochemii z prof. 
Ireną Chmielewską jako kierowni­
kiem. Utworzenie Katedry stworzyło 
trzy podstaw ow e problemy organiza­
cyjne związane z uruchom ieniem  tej 
nowej placówki: 1) kom pletowanie i 

szkolenie kadry dy­
daktyczno-badaw czej,
2) uzyskanie pom iesz­
czeń laboratoryjnych 
i dydaktycznych oraz
3) wyposażenie labo­
ratoriów  studenckich i 
pracowniczych w apa­
raturę, sprzęt laborato­
ryjny i odczynniki oraz 
utworzenie biblioteki. 
Pierwszym zatrudnio ­
nym  pracownikiem w 
Katedrze Biochemii 
był adiunkt dr Zbi­
gniew Kaniuga (Fot. 
5), poprzednio adiunkt 
w  Katedrze Biochemii 
SGGW w  Warszawie. 
Był pracownikiem już 
z kilkuletnim dośw iad­
czeniem organizacyj­

nym  i naukow ym , w spółautorem  
wspólnie z W. Brzeskim podręcznika 
pt. „Ćwiczenia z biochemii roślin" (PWN 
1956 i 1957), autorem  2 p u ­
blikacji z dziedziny bio­
chemii pt. „Udział mocznika 
w biosyntezie glutaminy w 
roślinach" oraz artykułu 
przeglądowego „Fizjologia 
i biochemia owoców po zbio­
rze". W ciągu dw óch pierw ­
szych lat istnienia Katedry 
pracownikami zostali: mgr 
Barbara Bułhak, m gr Irena 
Szumiel, mgr Stanisław 
Lewak oraz doc. Zofia 
Kasprzyk po powrocie w 
1960 roku ze stażu nauko­
wego w  USA. W tym  roku 
odbyła się pierwsza rekru ­
tacja na studia na kierunek 
biochemii na W ydziale 
Biologii i N auk o Ziemi. W 
następnych latach na d łu ­
goterminowe staże po doktoracie w y­
jeżdżali późniejsi długoletni pracow ­
nicy Katedry, profesorowie: Zbigniew

Kaniuga, Kazimierz Toczko, Jadwiga 
Bryła, Zdzisław  A. Wojciechowski, 
W irginia Janiszowska, Bogusław Wił­
komirski, Krzysztof Staroń, a także 
doktorzy habilitowani: Jan Fronk i Jan 
Zimowski.

N ow outw orzona Katedra otrzy­
mała tymczasowe pomieszczenia w  
budynku W ydziału Chemii, z którego 
po 2 latach przeprow adziła się do no­
wych, bardziej obszernych pomiesz­
czeń w  gmachu W ydziału Geologii 
UW. Były to jednak pomieszczenia 
całkowicie puste. W tej sytuacji do­
świadczenie dr Z. Kaniugi, zdobyte 
poprzednio w  Katedrze Biochemii 
SGGW, okazało się niezmiernie przy­
datne zarów no przy zakupach sprzętu 
laboratoryjnego, aparatury, odczyn­
ników itp., jak i niezbędnych adapta­
cjach lub przebudow ach pomieszczeń 
w celu ich przekształcenia w pracow­
nie: mikrobiologiczną, eterową, chro­
matograficzną czy pomieszczenia dla 
zwierząt i roślin doświadczalnych i 
m agazynu (szkła i odczynników) oraz 
biblioteki.

U tworzenie Katedry Biochemii 
zainteresowało studentów  tą nową 
specjalizacją i spowodowało wiele 
zgłoszeń do wykonywania prac m a­
gisterskich z tego zakresu. Stało się to 
bodźcem do utworzenia w  Katedrze 
Biochemii w  1965 roku trzech Zakła­
dów w  celu zróżnicowania problem a­
tyki badawczej, a jednocześnie rozsze­

rzenia tematyki prac magi­
sterskich. Powstały w ów ­
czas następujące Zakłady: 
Biochemii Ogólnej, Biochemii 
Roślin oraz Enzymatyki. Kie­
rownikam i Zakładu Bioche­
mii Ogólnej byli: prof. dr 
hab. Irena Chmielewska 
(1965-1974), doc., a następ­
nie prof. d r hab. Kazimierz 
Toczko (1974-1996), a po 
przekształceniu w 1996 r. 
w  Zakład Biologii Moleku­
larnej — doc., a następnie 
prof. dr hab. Krzysztof 
Staroń. Zakładem Biochemii 
Roślin kierowała początko­
wo prof. dr Zofia Kasprzyk 
(1965-1987), a następnie 
doc. i prof. d r hab. W irgi­
nia Janiszowska. Kierow­

nikiem Zakładu Enzymatyki był doc. 
i następnie prof. dr hab. Zbigniew 
Kaniuga (1965-1995). Przez 30 lat ist­

Fotografia 4. Prof. dr hab. Irena Chmie­
lewska (1905-1986), organizator studiów 
biochemicznych na Uniwersytecie War­
szawskim, Kierownik Katedry Bioche­
mii (1958-1968) i do 1974 roku Dyrektor 
Instytutu Biochemii.

Fotografia 5. Dr Zbigniew 
Kaniuga, pierwszy pracow­
nik Katedry Biochemii, póź­
niejszy profesor i Kierownik 
Zakładu Enzymatyki (1965- 
1995).
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nienia Zakładu Enzymatyki wykonano 
w nim  89 prac magisterskich i 11 dok­
torskich. W śród dyplom antów  tego 
Zakładu 20 uzyskało tytuł profesora 
w uczelniach i instytutach nauko­
wych, 6 — otrzymało stopień dokto­
ra habilitowanego, 16 obroniło roz­
praw y doktorskie, a 3 jest członkami 
korespondentam i Polskiej Akademii 
Umiejętności i 1 — członkiem kore­
spondentem  Polskiej Akademii Nauk. 
Ich osiągnięcia zostały przedstawione 
w  opracow aniu prof. Zbigniewa Ka- 
niugi „Naukowe i zawodowe osiągnięcia 
w kraju i zagranicą magistrantów i dokto­
rantów Zakładu Enzymatyki z lat 1965- 
1995", W arszawa 2008 rok.

W ram ach tworzenia od 1968 roku 
Instytutów  na W ydziałach Uniwer­
sytetu Warszawskiego, w  1969 roku 
Katedra Biochemii została przekształ­
cona w  Instytut Biochemii, w  skład 
którego wchodziły wymienione po­
wyżej trzy Zakłady. W 1976 roku zo­
stały ponadto  utworzone dw a nowe 
Zakłady: Regulacji Metabolizmu (kie­
rownik: doc., a następnie prof. dr hab. 
Jadwiga Bryła — do lutego 2008 roku) 
oraz Biochemii Związków Naturalnych, 
przekształcony w 1996 roku w Zakład 
Biochemii Lipidów i Błon Komórkowych 
(kierownik: doc., a następnie prof. dr 
hab. Zdzisław  A. Wojciechowski). Za­
kład ten w  2004 roku został włączony 
do Zakładu Biochemii Roślin. Po 40 la­
tach przebyw ania w gościnnych pro ­
gach W ydziału Geologii, w  2000 roku 
Instytut Biochemii przeprow adził się 
do części D nowo-wybudowanego 
gm achu W ydziału Biologii przy ul. Ilji 
M iecznikowa 1. Było to m ożliwe dzię­
ki aktywności i niezwykłym umiejęt­
nościom zdobyw ania funduszy przez 
prof. dr hab. Ewę Symonides, Dziekan 
W ydziału Biologii w  latach 1993-1999. 
Jej upór i wytrwałość umożliwiły nie 
tylko rozpoczęcie, lecz również za­
kończenie w  2000 r. budow y gmachu 
W ydziału Biologii, w  którym  można 
było w  2008 roku świętować Jubileusz 
50-lecia studiów  biochemicznych na 
Uniwersytecie W arszawskim.

DZIAŁALNOŚĆ DYDAKTYCZNA

W realizacji pracy dydaktycznej 
brali i nadal biorą udział pracownicy 
Zakładów. Obecnie są to 3 Zakłady: 
Biochemii Roślin (Kierownik: prof. dr 
hab. W irginia Janiszewska), Biologii 
Molekularnej (Kierownik: prof. dr hab.

Krzysztof Staroń) oraz Regulacji Meta­
bolizmu (Kierownik: doc. d r hab. Ma­
ciej Garstka). W Instytucie pracuje ak­
tualnie: 4 profesorów, 3 doktorów ha­
bilitowanych, 15 doktorów (razem 22 
pracowników naukowo-badawczych) 
oraz 6 doktorantów i 4 pracowników 
obsługi.

Pracownicy Instytutu Biochemii 
uczestniczą w kształceniu studen ­
tów  kierunku Biologia, Biotechnolo­
gia i Ochrona Środowiska W ydziału 
Biologii oraz M iędzyw ydziałow ych 
Studiów M atem atyczno-Przyrodni­
czych, M iędzyw ydziałow ych Stu­
diów Ochrony Środowiska i Cen­
trum  N auk Sądowych U niw ersytetu 
W arszawskiego. Są to zarów no w y ­
kłady jak i zajęcia laboratoryjne obo­
wiązkowe z Biochemii, Enzymologii, 
Biotechnologii, Biochemii dla biotechno­
logów oraz Biologii molekularnej, jak i 
zajęcia fakultatyw ne takie jak: Białka 
i kwasy nukleinowe, Biochemia roślin, 
Biochemiczne podstawy biotechnologii 
przemysłowej, Analiza biochemiczna i 
Regulacja Metabolizmu oraz w ykłady 
monograficzne: Biochemiczne podsta­
wy chorób metabolicznych oraz Biogene- 
za i struktura chloroplastów. Co więcej, 
w  Instytucie są prow adzone pracow ­
nie: licencjackie oraz specjalizacyjne 
i m agisterskie dla studentów  m agi­
sterskich studiów  uzupełniających, 
a także seminaria. O statnio trwają 
prace nad zorganizow aniem  na W y­
dziale Biologii UW specjalizacji bio­
technologii medycznej.

Ponadto  w ielu pracow ników  In­
sty tu tu  p row adzi rów nież w ykłady 
z biochem ii dla studen tów  Pom osto ­
wego W ydziału N auki o Z drow iu  
W arszaw skiego U niw ersytetu  M e­
dycznego, kierunków : P ielęgniar­
stwa, Położnictwa, R atow nictw a 
M edycznego, Dietetyki, Położnictw a 
Pom ostow ego i R atow nictw a M e­
dycznego. Należy rów nież dodać, że 
pracow nicy Insty tu tu  uczestniczyli 
w  zorganizow aniu  zajęć z bioche­
mii na W ydziale Biotechnologii Po­
litechniki W arszawskiej. P row adzą 
także corocznie uzupełniające zaję­
cia dla nauczycieli, lekcje w  liceach 
ogólnokształcących oraz w ykłady  i 
lekcje na Festiw alu N auki.

Dążąc do zachowania wysokiego 
standardu  nauczania w  w arunkach 
w prow adzania zmian program u stu ­

diów i tworzenia nowych kierunków  
i specjalizacji, konieczne było ciągłe 
przystosowywanie i aktualizacja w y ­
kładów, seminariów i zajęć laborato­
ryjnych. Dlatego pracownicy K atedry 
i Instytutu Biochemii uczestniczyli w  
pisaniu 6 podręczników akadem ic­
kich, w  tym: „Praktikum z biochemii" 
(red. W. Brzeski i Z Kaniuga, PW N 
1968 i 1972) oraz „Regulacja Metabo­
lizmu Komórki" (autorstwa J. Bryły, 
PWN 1981 i 1983), wyróżnione nagro ­
dami Ministra Nauki i Szkolnictwa 
Wyższego. Pracownicy przetłum aczy­
li z języka angielskiego 8 monografii 
biochemicznych oraz opracowali 13 
skryptów. Ponadto, w  zw iązku z u n o ­
wocześnianiem program u kształcenia 
w  szkołach gimnazjalnych i liceal­
nych byli współautoram i 6 podręczni­
ków w ydanych przez W ydaw nictw a 
Szkolne i Pedagogiczne.

Kształcenie studentów na w ysokim  
poziomie wymaga włączania Ich do 
prowadzenia badań naukowych. Dla­
tego studenci zarówno magisterskich 
studiów uzupełniających jak i III roku 
studiów licencjackich uczestniczą w 
realizacji badań w poszczególnych 
Zakładach i zaliczają pracownie spe­
cjalizacyjne, magisterskie i licencjackie 
indywidualnie pod opieką adiunktów. 
Niektórzy z nich są współautorami 
prac doświadczalnych i przeglądo­
wych. W czasie 50 lat istnienia bioche­
mii na Uniwersytecie W arszawskim 
prace licencjackie wykonało 94 studen ­
tów kierunku biologia i biotechnologia, 
a prace magisterskie — 573 studentów  
Wydziału Biologii oraz MISMaP, stu ­
diujących głównie na kierunkach: po ­
czątkowo biochemii, a potem biologii i 
biotechnologii.

TEMATYKA BADAWCZA I 
DZIAŁALNOŚĆ NAUKOWA

Zainteresowania badawcze pracow­
ników Instytutu Biochemii ewoluowa­
ły w  minionych latach od klasycznej 
biochemii do badań z pogranicza bio­
chemii, biologii molekularnej, biologii 
medycznej, biotechnologii, farmacji, fi­
zjologii i mikrobiologii. W ostatnich la­
tach tematyka badawcza prowadzona 
w Zakładach koncentrowała się wokół 
następujących zagadnień:

a) metabolizm, transport i funkcje 
terpenoidów roślinnych, a w  szcze­
gólności izolowanie i charakterystyka
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triterpenoidów  cyklicznych z roślin 
leczniczych i jadalnych oraz ich dzia­
łanie przeciwzapalne, przeciwnowo- 
tw orow e, przeciwpasożytnicze i an- 
tybakteryjne (Zakład Biochemii Roślin);

b) kompleksy białkowe ludzkiej to- 
poizom erazy I; rola białka ERH (ang. 
enhancer of rudimentary homolog) w 
regulacji poziomu nukleotydów piry­
m idynowych, replikacji DNA i w zro­
stu komórki; rola kinazy CK2 w  ha­
m ow aniu  apoptozy; metylacja DNA i 
s truk tura  chromatyny (Zakład Biologii 
Molekularnej);

c) metabolizm glukozy w warun­
kach normy i cukrzycy, a w  szczególno­
ści rola stresu oksydacyjnego, stopnia 
zredukowania glutationu i kinazy biał­
kowej aktywowanej przez AMP oraz 
działanie antyoksydantów (melatoniny, 
kwasu liponowego i tauryny), przeciw­
cukrzycowych leków stosowanych w 
terapii (metformina, roziglitazon) oraz 
związków o działaniu hipoglikemicz- 
nym  (pochodnych wanadu i selenu 
oraz chlorochiny, L-DOPA, selegiliny i 
gatifloksacyny); wpływ stresu chłodu 
na lipidom i proteom błon tylakoidów 
oraz modelowanie przestrzennej struk­
tury chloroplastów roślin wrażliwych 
i odpornych na chłód (Zakład Regulacji 
Metabolizmu).

Badania Zakładu Enzymatyki (1965- 
1995) nad mechanizmem chłodo- 
wrażliwości roślin wykazały, że wyższa 
aktywność galaktolipazy w roślinach 
wrażliwych niż odpornych na chłód 
jest głównym czynnikiem zwiększają­
cym podatność roślin na ten czynnik 
stresowy. To sugeruje, że zwiększenie 
odporności na stres chłodu można uzy­
skać przez supresję genu kodującego 
galaktolipazę. Podsumowaniem tych 
badań jest ostatnio opublikowany ar­
tykuł przeglądowy (Z. Kaniuga, Plant 
Biology 10 (2008) 171-184).

Tematyka badawcza Zakładu Bioclie- 
mii Związków Naturalnych (1976-1996), a 
w  następnych latach Biocliemii Lipidów i 
Błon Komórkowych (1997-2004) dotyczy­
ła metabolizmu steroli roślinnych (w 
szczególności złożonych pochodnych

fitosteroli -  estrów, glikozydów i acy- 
loglikozydów) oraz biosyntezy saponin 
steroidowych i glikoalkaloidów stero­
idowych ze szczególnym uwzględnie­
niem mechanizmu powstawania ich 
łańcuchów sacharydowych.

W ostatnich latach prowadzona 
jest współpraca pracowników Insty­
tutu z licznymi grupami badawczymi 
Wydziału Biologii i Fizyki Uniwersy­
tetu Warszawskiego, Uniwersytetu 
Jagiellońskiego, Uniwersytetu Marii 
Curie-Skłodowskiej w  Lublinie, War­
szawskiego Uniwersytetu Medyczne­
go, Centrum Medycznego Kształcenia 
Podyplomowego oraz Instytutu Bio­
logii Doświadczalnej im. Marcelego 
Nenckiego PAN i Instytutu Biochemii 
i Biofizyki PAN w Warszawie, a także 
z firmą farmaceutyczną ADAMED i 
laboratoriami Uniwersytetów w  Liver­
pool (UK), Neapolu (Włochy), Nancy i 
Reims (Francja) oraz Groningen i Wa- 
geningen (Holandia).

Efektem działalności naukowej pra­
cowników Instytutu Biochemii jest opu ­
blikowanie 429 prac doświadczalnych, 
w  przeważającej większości w  czaso­
pismach międzynarodowych z listy 
filadelfijskiej o uznanym  standardzie 
naukowym, 104 prac przeglądowych, 
20 rozdziałów w opracowaniach m o­
nograficznych oraz zgłoszenie ponad 
400 doniesień na zjazdy i konferencje 
naukowe w kraju i zagranicą. Badania 
były realizowane z funduszy 47 projek­
tów badawczych, przyznanych przez 
Komitet Badań Naukowych i Minister­
stwo Nauki i Szkolnictwa Wyższego. 
Projekty te były kierowane głównie 
przez pracowników Instytutu Bioche­
mii Uniwersytetu Warszawskiego.

AWANSE NAUKOWE I 
WYRÓŻNIENIA DYPLOMANTÓW 
I PRACOWNIKÓW

Spośród pracowników oraz dokto­
rantów wykonujących prace doktor­
skie w  Katedrze i Instytucie Biochemii 
na Wydziale Biologii zostało wypro­
mowanych 69 doktorów, 13 doktorów

habilitowanych oraz 8 uzyskało tytuły 
profesora. Za dydaktyczne i naukowe 
osiągnięcia pracownicy Katedry i In­
stytutu Biochemii otrzymali nagrody: 
a) Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyż­
szego za: podręczniki i skrypty (3), 
badania naukowe (9) oraz rozprawy 
doktorskie (6) i habilitacyjne (2); b) Se­
kretarza Naukowego PAN (7), c) Jego 
Magnificencji Rektora Uniwersytetu 
Warszawskiego za: badania naukowe 
(48), rozprawy doktorskie (2) i habilita­
cyjne (2), osiągnięcia dydaktyczne (25), 
pracę organizacyjną (14) oraz Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego (nagro­
da im. J. Pamasa dla zespołu prof. Z. 
Kaniugi za najlepsze polskie prace bio­
chemiczne ogłoszone zagranicą w  1988 
roku) i Polskiego Towarzystwa Biologii 
Eksperymentalnej Roślin (nagroda dla 
zespołu prof. A. Mostowskiej i dr hab. 
M. Garstki za najlepszą pracę naukową 
w zakresie biologii eksperymentalnej 
roślin w  latach 2003-2004).

Pracownicy Katedry i Instytutu 
Biochemii pracowali również na rzecz 
środowiska naukowego. Brali udział w  
organizowaniu Zjazdu (w 1966 roku) i 
Kongresu FEBS (w 2004 roku) oraz nie­
których Zjazdów Polskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego.

Spośród 573 dyplomantów, którzy 
wykonali prace magisterskie w  Instytu­
cie Biochemii, wielu osiągnęło wysokie 
szczeble kariery akademickiej. Około 
40% byłych magistrantów jest zatrud­
nionych w  Uniwersytecie Warszaw­
skim oraz innych Uczelniach i instytu­
cjach naukowych w  kraju i zagranicą. 
Wśród Nich 3 jest członkami Polskiej 
Akademii Umiejętności, 4 — Polskiej 
Akademii Nauk (Tabela 1), 56 jest pro­
fesorami (w tym 11 pracującymi na stałe 
zagranicą), 37 doktorami habilitowany­
mi (w tym 4 na emigracji) oraz 121 dok­
torami (w tym 40 zagranicą, głównie 
w USA oraz Anglii). A zatem, spośród 
osób zatrudnionych w instytucjach na­
ukowych, co czwarta pracuje zagranicą 
(Tabela 2). Należy również dodać, że w 
ostatnich latach spośród 36 doktoran­
tów, 12 odbywa studia doktoranckie 
w  różnych krajach Europy zachodniej. 
Przedstawione dane wskazują, że ab­
solwenci wykonujący prace magister­
skie i doktorskie w  Instytucie Biochemii 
uzyskują wykształcenie umożliwiające 
Im otrzymanie pracy i awans naukowy 
lub zawodowy w placówkach o profilu

Tabela 1. Dyplomanci Instytutu Biochemii — Członkowie korespondencyjni PAN i PAU.

Członkowie PAN:
Prof. d r hab. Jerzy Duszyński 

Prof. d r hab. Andrzej Jerzmanowski 

Prof. d r hab. Leszek Kaczmarek 

Prof. d r hab. Jacek Kuźnicki

Członkowie PAU:
Prof. dr hab. Jadwiga Bryła

Prof. dr hab. Maciej J. Nałęcz

Prof. dr hab. W łodzim ierz Zagórski-Ostoja
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Tabela 2. Status naukowy dyplomantów Instytutu Biochemii Wydziału Biologii Uniwersytetu Warszaw­
skiego.

1 Instytucja Prof. Dr hab. Dr Doktoranci 1
W ydział Biologii Uniw ersytetu W arszawskiego 17 4 23 9

Instytut Biologii Doświadczalnej PAN 
im. M. Nenckiego

6 8 11 8

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN 7 1 5 2

W arszawski Uniw ersytet M edyczny 3 3 3 1

Inne Szkoły W yższe 7 3 5 1

C entrum  M edyczne Kształcenia Podyplom ow ego 2 3 4 1

Instytuty Badawcze i Firmy Farm aceutyczne 4 10 31 2

Placówki N aukow e Zagraniczne 11 4 40 12

Razem 57 36 122 36

50 lat Biochemii
na Unlwersytacla Warszawskim 

1958 -  2008

Profm r dr bab. Jadwiga Bryła

kkronnlkń*» /aUaddw laHytaia Werk wali

naukowym zarówno w kraju jak i za­
granicą.

Powstanie i rozwój studiów bio­
chemicznych na Uniwersytecie War­

szawskim oraz działalność naukowa i 
dydaktyczna Katedry i Instytutu Bio­
chemii na Wydziale Biologii są przed­
miotem opracowania (Fot. 6) pt. „50 lat 
Biochemii na Uniwersytecie Warszaw-

Fotografia 6. Strona tytułowa opracowania „50 lat 
Biochemii na Uniwersytecie Warszawskim", w yda­
nego w 2008 roku.

skim (1958-2008) na podstawie mate­
riałów zebranych przez Kierowników 
Zakładów Instytutu Biochemii.

W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E
VI Edycję Ogólnopolskiego Konkur­

su Wiedzy Biochemicznej Studentów 
Wydziałów Lekarskich „SUPERHELI- 
SA 2009" przeprowadzono w Krako­
wie w dniach 15-16 maja br. Konkurs 
zorganizowali pracownicy Katedry Bio­
chemii Lekarskiej Uniwersytetu Jagiel­
lońskiego Collegium Medicum, kiero­
wanej przez prof. dr hab. Piotra Laidle- 
ra. Do Konkursu przystąpiło jedenaście
3-osobowych zespołów z Akademii 
Medycznej we Wrocławiu, Collegium 
Medicum w Bydgoszczy, Pomorskiej 
Akademii Medycznej w  Szczecinie, 
Śląskiego Uniwersytetu Medycznego 
w  Zabrzu, Collegium Medicum Uni­
wersytetu Jagiellońskiego w  Krakowie, 
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, 
Uniwersytetu Medycznego w  Łodzi 
(2 zespoły), Uniwersytetu Medyczne­
go w Poznaniu oraz Warszawskiego 
Uniwersytetu Medycznego (2 zespo­
ły). Komisja konkursowa składała się 
z opiekunów dydaktycznych ekip stu­
denckich uczestniczących w Konkursie. 
15 maja, podczas uroczystego otwarcia 
konkursu w auli Centrum Dydaktycz- 
no-Konferencyjnego CM UJ, uczestni­
ków powitał prof. dr hab. Piotr Laidler, 
kierownik Katedry Biochemii Lekar­
skiej i Pełnomocnik Rektora ds. Badań 
Naukowych i Współpracy z Zagranicą 
CM UJ oraz prof. dr hab. Tomasz Brzo­
zowski, prodziekan ds. Badań Nauko­
wych na Wydziale Lekarskim CM UJ. 
Wkrótce potem studenci przystąpili do 
rywalizacji, która tradycyjnie już prze­

biegała w  trzech etapach, tj. 1. test, 2. 
pytania opisowe, 3. pytania ustne.

W pierwszej części uczestnicy mie­
li za zadanie rozwiązać w 120 minut 
test (Fot. 1) składający się ze 100 pytań. 
Większość z nich stanowiły pytania jed­
nokrotnego wyboru z pięciu możliwych 
odpowiedzi, a tylko niewielki procent 
miał charakter pytań złożonych, gdzie 
więcej niż jedna odpowiedź mogła być 
poprawna (regulamin VI edyqi Kon­
kursu dopuszczał maksymalnie 30% ta­
kich pytań, w  których należało określić, 
które z kilku podanych stwierdzeń są 
prawdziwe). Za każdą poprawną od­
powiedź przyznawano 1 punkt, czyli 
maksymalna ilość punktów, którą moż­
na było zdobyć w I etapie Konkursu 
wynosiła 100. Test oceniła Komisja, w

Fotografia 1. Uczestnicy "Superhelisy 2009" piszą 
test. Aula w Centrum Dydaktyczno-Konferencyj- 
nym CM UJ.

skład której weszli opiekunowie ekip 
uczestniczących w Konkursie.

W drugiej części Konkursu uczest­
nicy udzielali pisemnych odpowiedzi 
na 5 pytań opisowych, sprawdzających 
znajomość przemian biochemicznych i 
wzorów metabolitów (czas na udziele­
nie odpowiedzi na wszystkie pytania 
wynosił 50 minut). Za odpowiedź na 
każde pytań uczestnik mógł otrzymać 
od 0 do 5 punktów czyli łącznie do 25 
punktów. Prace zostały zakodowane, 
odpowiedzi oceniała Komisja złożona 
z opiekunów ekip studenckich. Suma 
punktów trojga członków zespołu uzy­
skana w  dwóch pierwszych etapach 
Konkursu decydowała o miejscu repre­
zentacji uczelni w  klasyfikacji zespoło­
wej. Klasyfikacja zespołowa VI Edycji 
Ogólnopolskiego Konkursu Wiedzy 
Biochemicznej Studentów Wydziałów 
Lekarskich „SUPERHELISA 2009". 
Pierwsze miejsce zajęła drużyna Uni­
wersytetu Jagiellońskiego Collegium 
Medicum w Krakowie, w  składzie 
Elżbieta Klimiec, Joanna Rutka, Piotr 
Magoń (318,5 punkta); drugie miejsce 
zajęła drużyna I Wydziału Lekarskiego 
Warszawskiego Uniwersytetu Medycz­
nego w  składzie Kamil Chudziński, Mi­
chał Kowara, Mariusz Tomaniak (318 
punktów), a trzecie miejsce drużyna 
Uniwersytetu Medycznego im. K. Mar­
cinkowskiego w Poznaniu, w  składzie 
Anna Pietrzak, Agata Peikow, Am ade­
usz Woźniak (299 punktów).
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Na podstawie wyników I i II etapu 
Konkursu wyłoniono 10 osób, które 
wzięły udział w  trzecim, finałowym 
etapie. Byli to Anna Pietrzak (110,5), 
Elżbieta Klimiec (108), Mariusz Toma- 
niak (107,5), Joanna Rutka (106), Mi­
chał Kowara (105,5), Kamil Chudziński 
(105), Wojciech Magoń (104,5), Katarzy­
na Włodarczyk (103), Mariusz Śliwa 
(99) i Agata Peikow (97). Wszyscy fina­
liści odpowiadali ustnie (Fot. 2) na takie 
same trzy pytania przekrojowe, wym a­
gające umiejętności analizowania i syn­
tetyzowania wiedzy. Uczestnicy części 
finałowej odpowiadali w  wylosowanej 
kolejności; pierwsza osoba losowała ze­
staw pytań finałowych. Każdy z finali­
stów miał 15 minut na przygotowanie 
odpowiedzi oraz 15 minut na jej przed­
stawienie Komisji. Komisja nie zada­
wała żadnych dodatkowych pytań. Za 
odpowiedź na każde z pytań uczestnik 
mógł otrzymać od 0 do 10 punktów. 
Odpowiedzi finalistów oceniała Ko­
misja złożona z opiekunów poszcze­
gólnych ekip, przy czym opiekunowie 
nie oceniali swoich podopiecznych. 
Ostateczną ocenę stanowiła średnia 
arytmetyczna z wystawionych punk­
tów, po odrzuceniu ocen skrajnych. O 
miejscu uczestnika w końcowej klasyfi­
kacji indywidualnej decydowała suma

Fotografia 2. Uczestnicy "Superhelisy 2009" odpo­
wiadają na pytania ustne. Sala Konferencyjna Kate­
dry Biochemii Lekarskiej CM UJ.

punktów uzyskanych w trzech etapach 
konkursu. Klasyfikaq'a indywidualna 
VI Edycji Ogólnopolskiego Konkursu 
Wiedzy Biochemicznej Studentów Wy­
działów Lekarskich „SUPERHELISA 
2009". Pierwsze miejsce zajęła Anna Pie­
trzak z Uniwersytetu Medycznego im. 
K. Marcinkowskiego w Poznaniu (132,4 
punkta), drugie miejsce Kamil Chu­
dziński z I Wydziału Lekarskiego War­
szawskiego Uniwersytetu Medycznego 
(132,3 punkta), a trzecie miejsce Michał

Kowara z I Wydziału Lekarskiego War­
szawskiego Uniwersytetu Medycznego 
(130,6 punkta). Zdaniem oceniających 
poziom Konkursu był bardzo wysoki, 
o kolejności na podium  decydowały 
różnice dziesiętnych punktów; stąd de­
cyzją Komisji, w  klasyfikacji indywidu­
alnej przyznane zostały dwa pierwsze 
miejsca. W sobotnie popołudnie 16 maja 
w  sali wykładowej Katedry Biochemii 
Lekarskiej CM UJ uroczyście zakoń­
czono Konkurs 
(Fot. 3). Wszyscy 
uczestnicy Kon­
kursu otrzymali 
z rąk prof. dr hab.
Piotra Laidlera 
dyplomy, a naj­
lepsi także cenne 
nagrody książko­
we, pamiątkowe 
statuetki oraz 
upominki (Fot. 4).
Następnie wszy­
scy uczestnicy i 
ich opiekunowie 
zostali zaproszeni 
na spotkanie, w 
którym udział wzięli również pracow­
nicy Katedry Biochemii Lekarskiej CM 
UJ, zaangażowani w  przygotowanie i 
przeprowadzenie Konkursu. Czas spo­
tkania upłynął na wymianie doświad­
czeń, wrażeń i opinii oraz wesołym 
biesiadowaniu miłośników biochemii, 
którzy w tym roku spotkali się w  Kra­
kowie. Należy też wspomnieć, że dla 
uczestników SU- 
PERHERLISY2009 
z o r g a n iz o w a n o  
w piątek, 15 maja 
zwiedzanie boga­
tych i ciekawych 
zbiorów Muzeum 
Anatomii Uniwer­
sytetu Jagielloń­
skiego Collegium 
Medicum, które 
jest najstarszym i 
największym w 
Polsce oraz jed­
nym  z większych 
w Europie muzeów anatomicznych. 
Ponadto uczestnicy miło spędzali wolny 
czas na zwiedzaniu Krakowa, a dodat­
kową atrakcją była możliwość włączenia 
się w  imprezy towarzyszące Festiwalo­
wi Nauki, trwającemu w dniach 14- 
16.05.09, popularyzującemu krakowskie 
wyższe uczelnie wśród mieszkańców i 
odwiedzających miasto gości.

Organizatorzy Konkursu pra­
gną podziękować wszystkim, którzy 
przyczynili się do realizacji VI Edycji 
Ogólnopolskiego Konkursu Wiedzy 
Biochemicznej Studentów Wydziałów 
Lekarskich „SUPERHELISA 2009" w 
Krakowie. Szczególne podziękowa­
nia składają sponsorom: Dziekanowi 
W ydziału Lekarskiego prof. dr hab. 
Tomaszowi Grodzickiemu, Urzędo­
wi Miasta Krakowa, a także firmom 

Alab, Becton-Dickin- 
son, Immunią, Lab- 
Jot, Meranco, Merck, 
Millipore, Sarstedt i 
Siemens (przygoto­
wano na podstawie 
opracowania i foto­
grafii otrzymanych 
od Anny Bilskiej i 

Barbary Piekarskiej).

O stypendium  
programu „Kolumb" 
Fundacji Nauki Pol­
skiej ubiegało się w  
20. edycji konkursu 
113 kandydatów. W 

wyniku oceny zgłoszonych wniosków 
do drugiego etapu (rozmowy kwalifi­
kacyjne) zaproszono 28 osób. Zgodnie 
z decyzją zarządu FNP laureatami kon­
kursu zostało jedenastu młodych uczo­
nych ze stopniem doktora. Zwycięzcy 
konkursu wyjadą na staże naukowe do 
prestiżowych zagranicznych ośrodków 

badawczych w  Da­
nii, Hiszpanii, Nie­
miec, Stanów Zjed­
noczonych i Wiel­
kiej Brytanii. Wśród 
zwycięzców znaleźli 
się doktoranci Insty­
tutu Chemii Orga­
nicznej Politechniki 
Łódzkiej, Instytutu 
Fizyki Jądrowej im. 
Henryka Niewod­
niczańskiego PAN, 
Wydziału Chemii 
Uniwersytetu War­

szawskiego, Katedry i Zakładu Synte­
zy i Technologii Chemicznej Środków 
Leczniczych Uniwersytetu Medyczne­
go w  Lublinie, Wydziału Lekarskiego 
Akademii Medycznej w  Białymstoku, 
Instytutu Fizyki Teoretycznej i Astrofi­
zyki Uniwersytetu Gdańskiego, Insty­
tutu Chemii Organicznej PAN, Instytu­
tu Matematyki PAN, Instytutu Filologii 
Orientalnej Uniwersytetu Jagiellońskie­

Fotografia 3. Uroczyste zakończenie "SUPERHE­
LISY 2009 w sali wykładowej Katedry Biochemii 
Lekarskiej CM UJ w Krakowie.
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go, Katedry Medycyny Sądowej Uni­
wersytetu Medycznego w Gdańsku i 
Instytutu Archeologii Uniwersytetu 
Jagiellońskiego. Ze stypendiów progra­
mu „Kolumb" mogą skorzystać młodzi 
naukowcy ze stopniem doktora, którzy 
jeszcze nie odbyli po doktoracie dłuż­
szego stażu zagranicznego. Program 
stypendialny „Kolumb" umożliwia im 
odbycie stażu od sześciu do dwunastu 
miesięcy w najlepszych ośrodkach na­
ukowych świata. Kandydaci są oceniani 
na podstawie dotychczasowego dorob­
ku naukowego oraz przedstawionego 
planu pracy, jaki zamierzają realizować 
w zagranicznym ośrodku. Ważnym 
kryterium przyznania stypendium jest 
ranga naukowa wybranego ośrodka. 
Średnia wysokość stypendiów wynosi 
od 3 tys. do 6 tys. euro miesięcznie, w 
zależności od miejsca odbywania sta­
żu. Fundacja pokrywa koszty podróży 
stypendysty i jego współmałżonka, jeśli 
zamierza on przebywać ze stypendystą 
co najmniej przez połowę okresu sty­
pendium, a także koszty ubezpieczenia
stypendysty w  czasie poby- _______
tu za granicą. Szczegółowe 
informacje na temat zasad 
konkursu można znaleźć na 
stronie: w w w .fnp .org .p l/
ak tualności/.

pomogą w rozwijaniu komputerowych 
technik projektowania, a Uniwersytet 
w  Wirginii w  przeprowadzeniu do­
świadczeń.

Przyznane fundusze umożliwią 
opracowanie i w stępne przetestowa­
nie doświadczalne nowych związków 
przeciwbakteryjnych, z których być 
może powstaną antybiotyki. Mają być 
one skuteczniejsze niż dotąd i 
utrudniać szybkie uodpornie­
nie się bakterii na ten rodzaj 
leków.

Polscy naukowcy chcą 
znaleźć związki przeciw- 
bakteryjne umożliwiające 
stworzenie skuteczniej­
szych antybiotyków. Nad  
projektem będzie praco­
w ał zespół dr Joanny Tryl- 
skiej. Pieniądze na badania i utworze­
nie zespołu badawczego (około 2 min 
złotych) przyznała Fundacja na rzecz 
Nauki Polskiej, w  ramach programu 
„Team". Prowadzony, przez dr Joan­
nę Trylską i jej zespół z Interdyscy­
plinarnego Centrum M odelowania  
Matematycznego i Komputerowego 
Uniwersytetu W arszawskiego, pro­
jekt badawczy „Peptydowy kwas nu­
kleinowy jako inhibitor translacji u bak­
terii" będzie prowadzony przez cztery 
lata. W tym czasie zostanie utworzony 
12-osobowy zespół złożony m.in. z fi­
zyków, matematyków, informatyków, 
chemików i biologów molekularnych. 
Polscy naukowcy będą współpracowali 
z trzema instytucjami zagranicznymi. 
Uniwersytet Kalifornijski w  San Die- 
go i Scuola Normale Superiore w  Pizie

Fotografia 5. Profesor 
Grzegorz Węgrzyn.

Laureatami II i III edycji
2009 konkursu Programu Team 
zostali dr Andrzej Dziembow­
ski z IBB PAN, prof, dr hab. Ro­
bert Hołyst z Instytutu Chemii 
Fizycznej PAN, prof, dr hab. Jó­
zef Korecki z Wydziału Fizyki 
i Informatyki Stosowanej AGH
w Krakowie, dr hab. Joanna -------
Kufel z Wydziału Biologii UW, 
prof, dr hab. Krzysztof Narkiewicz z 
UM w Gdańsku, prof, dr hab. Maria 
---------- Nowakowska z Wydzia­

łu Chemii UJ, prof, dr hab. 
Grzegorz Węgrzyn (Fot. 5) z 
Wydziału Biologii UG, prof, 
dr hab. Konrad Banaszek z 
Instytutu Fizyki Teoretycznej 
UW, prof, dr hab. Wojciech 
Gawlik z Wydziału Fizyki, 
Astronomii i Infor­
matyki Stosowanej 
UJ, prof, dr hab. inż.
Karol Grela z Wy­
działu Chemii UW, 
dr hab. Dorota Gryko 

z Instytutu Chemii Organicznej 
PAN, prof, dr hab. Krzysztof 
Liberek z Międzyuczelnianego 
Wydział Biotechnologii UG i 
Gdańskiego Uniwersytetu Me­
dycznego, doc. dr hab. Tomasz 
Lipniacki z Instytutu Podsta­
wowych Problemów Techniki
PAN oraz prof, dr hab. Woj- -------
ciech Młynarski z Wydziału 
Pediatrii, Onkologii, Hematologii, Dia- 
betologii, Uniwersytetu Medycznego w 
Łodzi,

W  III edycji programu Ventures 
FNP w yłoniono siedm iu laureatów. 
Trafi do nich m ilion złotych, tj. 3 tys. 
zł m iesięcznie oraz grant badawczy 
do 35 tys. zł rocznie, na realizację 
projektu. Program wspiera projekty 
naukowe, których wyniki mają za­

Fotografia 6. Mgr Boże 
na Nejman.

Fotografia 7. Mgr Justy 
na Gromadzka.

stosowanie w  gospodarce, zgłaszane 
przez studentów, absolwentów lub 
doktorantów z całej Polski. Dofinanso­
wanie otrzymywane przez laureatów 
programu pokrywane jest z funduszy 
europejskich w ramach Działania 1.2 
„Wzmocnienie potencjału kadrowego 
nauki" Programu Operacyjnego Inno­
wacyjna Gospodarka 2007-2013. AGT. 
Nagrodzeni przez FNP to Bożena Nej­

man (Fot. 6) z Uniwersytetu 
Gdańskiego, Justyna Gro­
madzka (Fot. 7) z Politech­
niki Gdańskiej, Agnieszka 
Butwin z Zachodniopomor­
skiego Uniwersytetu Techno­
logicznego, Paweł Chrustek 
z Uniwersytetu Jagielloń­
skiego, Magdalena Iwanicka 
z Uniwersytetu im. Mikołaja 
Kopernika w Toruniu, Kamil 
Kwiatkowski z Uniwersytetu

________ Warszawskiego oraz Joanna
Ortyl z Politechniki Krakow­

skiej. Ideą programu Ventures jest za­
interesowanie zdolnych, młodych ludzi 
pracą naukową, aby zwiększyć liczbę 
projektów, których wyniki można bę­
dzie bezpośrednio zastosować w  pol­
skiej gospodarce. W ramach otrzyma­
nego dofinansowania, Bożena Nejman 
z UG będzie prowadzić badania nad 
mało poznanym procesem replikacji 
fagów lambdoidalnych przenoszących 
geny toksyn Shinga; toksyny te są pro-
---------- dukowane w  przewodzie

pokarmowym człowieka
i wywołują m. in. zatrucia 
pokarmowe, małopłytkową 
plamicę zakrzepową, zapale­
nie okrężnicy i zespół hemo- 
lityczno-mocznicowy. Bada­
nia pozwolą na zrozumienie 
molekularnych podstaw
procesu replikacji fagów, a 
w  przyszłości mogą zostać 
wykorzystane do opraco­
wania skutecznych strategii 
zapobiegania, łagodzenia 
lub zwalczania infekcji tymi 

patogenami. Nowe testy diagnostycz­
ne zwiększyłyby z kolei wykrywalność 
tych patogenów w materiale klinicz­
nym i żywności. Justyna Gromadzka z 
Politechniki Gdańskiej będzie pracowa­
ła nad przygotowaniem do przemysło­
wego wdrożenia nowej instrumentalnej 
metodyki analitycznej oceniającej sta­
bilność oksydacyjną olejów roślinnych 
z zastosowaniem promieniowania UV 
oraz technik SPME/GC. Firmy z bran­
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ży tłuszczowej współpracujące przy 
opracowywaniu metody widzą możli­
wość jej wykorzystania jako wewnętrz­
nej procedury kontroli jakości p rodu­
kowanych olejów w swoich laborato­
riach kontrolno-badawczych. Termin 
przyjmowania wniosków 
do kolejnej edycji programu 
Ventures mija 31 październi­
ka tego roku. Dokumentację 
konkursową oraz szczegóło­
we informaqe można zna­
leźć na stronie internetowej 
Fundacji (www.fnp.org.pl).

Celem programu FNP 
Międzynarodowe Projekty 
Doktoranckie jest wspiera­
nie jednostek współpracują­
cych z partnerem zagranicz­
nym przy realizacji studiów 
doktoranckich. Program 
obejmuje w szystkie dzie­
dziny nauki, i jest adresowany do 
konsorcjów naukowych złożonych z co 
najmniej jednej instytucji polskiej i co 
najmniej jednej zagranicznej, prowadzą­
cych wspólnie projekty doktoranckie. 
W roli koordynatora konsorcjum musi 
występować jednostka polska, która 
posiada nadaną przez Ministra N a­
uki i Szkolnictwa Wyższego pierwszą 
kategorię w  aktualnej ocenie parame­
trycznej oraz prawo nadawania stop­
nia naukowego doktora. W  2009 roku  
finansowaniu podlegają: im ienne  
stypendia naukowe dla doktorantów 
w wysokości 3 000 zł miesięcznie (pod­
czas pobytu zagranicznego — 4500 zł); 
koszty ubezpieczenia emerytalnego i 
rentowego ZUS (jeśli jest opłacane przez 
doktorantów); granty badawcze w  w y­
sokości zależnej od liczby doktorantów 
realizujących projekty oraz rzeczywi­
stych kosztów prowadzonego projektu 
(nie większej niż 35000 zł rocznie dla 
jednej osoby). Kolejny termin składa­
nia wniosków to 31 października 2009 
r. Laureatami tegorocznego Konkursu 
zostali Koordynatorzy projektów: prof. 
Alina Ciach (Instytut Chemii Fizycznej 
PAN), dr hab. Piotr Gwiazda (Uniwer­
sytet Warszawski), prof. dr hab. Jacek 
Młynarski (UJ), prof. dr hab. Mirosław 
Wielgoś (WUM), prof. dr hab. Adam  
Szewczyk (Instytut Biologii Doświad­
czalnej PAN) (Fot. 8).

Polski naukowiec pracujący w  
Stanach Zjednoczonych, prof. Jerzy 
Leszczyński (Fot. 9), został jednym  
z laureatów prestiżowej nagrody

przyznawanej przez prezydenta 
USA, Presidential Award for Excel­
lence In Science, Mathematics and 
Engineering Mentoring (program PA- 
ESMEM). W programie PAESMEM na­
gradzani są wykładowcy pracujący na 

rzecz poprawy pozycji grup 
stanowiących mniejszość w  
świecie nauki, technologii, 
inżynierii i matematyki (np. 
kobiet, mniejszości, osób 
upośledzonych). Laureaci to 
liderzy w staraniach o zbu­
dowanie narodowej kadry 
naukowej, technologicznej, 
inżynieryjnej i matematycz­
nej w  USA. Prof. Leszczyński 
kieruje Interdyscyplinarnym 
Centrum Nanotoksykologii 
(Interdisciplinary Centre for 
Nanotoxicity) w  amerykań­
skim Jackson State Universi- 

ty. To z jego inicjatywy zawarto umowę 
o współpracy pomiędzy Politechniką 
Wrocławską i Jackson State University. 
W ramach umowy 10 amerykańskich 
studentów i doktorantów odbyło staże 
w Politechnice Wrocławskiej, a kilkuna­
stu studentów, doktorantów i pracow­
ników naukowych Politechniki odbyło 
staże na Uniwersy­
tecie. Laureat zaj­
muje się badaniami 
m. in. natury wią­
zań chemicznych, 
powierzchni energii 
potencjalnej, struk­
tury i własności 
cząsteczek zawiera­
jących ciężkie pier­
wiastki oraz che­
mią powierzchni i 
atmosfery. Od 1999 
r. współpracuje z Zakładem Modelo­
wania Molekularnego i Chemii Kwan­
towej Wydziału Chemicznego Politech­
niki Wrocławskiej. Prof. Leszczyński od 
roku 2003 współorganizuje cykl corocz­
nych konferencji „Modeling & Design 
of Molecular Materials" oraz „Biomo- 
lecular Interactions", które odbywają 
się na przemian w Polsce i w Czechach. 
Uczony już w  2001 r. został odznaczo­
ny przez prezydenta USA, otrzymu­
jąc wówczas „Millenium Award for 
Teaching and Research Excellence in 
Mathematics, Science, Engineering and 
Technology".

Za ponad 47 m ilionów  złotych  
konsorcjum siedm iu krajowych 
instytucji naukowych utworzy Na­

rodowe Laboratorium Technologii 
Kwantowych, które sfinansuje Unia 
Europejska z programu operacyj­
nego „Innowacyjna Gospodarka. 
Spotkanie inaugurujące działalność 
Laboratorium odbyło się 27 lipca 
br. na Uniwersytecie Warszawskim. 
Laboratorium ma być ogólnopolską  
platformą współpracy i wym iany  
doświadczeń nad technologiami 
kwantowym i. W  zamierzeniu po­
wstaną cztery now e pracownie na­
ukowe, a około dwadzieścia już 
istniejących będzie zmodernizowa­
nych i wyposażonych w  nowocze­
sny sprzęt. Laboratorium przeznaczy 
także otrzymane fundusze na szkolenia 
dla doktorantów i studentów, aby po­
zyskać młodych ludzi zajmujących się 
bez reszty pracą naukową. Organiza­
torzy kładąc nacisk na sferę doświad­
czalną zamierzają roztoczyć opiekę nad 
rozproszonymi grupami badawczymi 
zajmującymi się technologiami kwan­
towymi. Interdyscyplinarne badania w 
nowej placówce w  dziedzinie inżynierii 
kwantowej mogą mieć znaczenie dla 
rozwoju technologii informacyjnych, 
metrologii, nawigaqi, inżynierii ma­

teriałowej, ochrony 
zdrowia i ochrony śro­
dowiska. Narodowe 
Laboratorium Techno­
logii Kwantowych jest 
wspólnym projektem 
Uniwersytetu War­
szawskiego — koordy­
natora projektu, Poli­
techniki Wrocławskiej, 
Uniwersytetu Mikołaja 
Kopernika w  Toruniu, 
Uniwersytetu Jagiel­

lońskiego, Uniwersytetu Gdańskiego, 
Uniwersytetu Łódzkiego i Instytutu Fi­
zyki Polskiej Akademii Nauk (Nauka w 
Polsce, lipiec 2009).

Biofarma — Centrum Biotech­
nologii, Bioinżynierii i Bioinforma- 
tyki jest tworzone na Śląsku przez 
konsorcjum wiodących w  regionie 
uczelni. Modernizacja budynków  
oraz zakup specjalistycznej aparatu­
ry naukowo-badawczej na potrzeby 
14 nowych i istniejących laborato­
riów Centrum pochłonie niem al 90 
min zł do końca 2012 r. Konsorcjum 
powołały w  kwietniu 2007 r. Politech­
nika Śląska, Uniwersytet Śląski, Śląski 
Uniwersytet Medyczny oraz Centrum 
Onkologii - Instytut im. Marii Skło­

256 ww w.postepybiochem ii.pl

Fotografia 8. Profesor Adam 
Szewczyk.

Fotografia 9. Profesor Jerzy Leszczyński.

http://rcin.org.pl

http://www.fnp.org.pl
http://www.postepybiochemii.pl


dowskiej-Curie, Oddział w  Gliwicach. 
Uczelnie porozumiały się, by wspólnie 
aplikować o środki na inwestycje i ba­
dania w dziedzinie biotechnologii, bio- 
inżynierii i bioinformatyki, prowadzo­
ne przez sieć współpracujących ze sobą 
laboratoriów, a służące rozwojowi no­
woczesnych technologii.
Jako pierwsze będą mo­
dernizowane budynek 
Wydziału Chemicznego 
Politechniki Śląskiej w 
Gliwicach i laboratorium 
mikroskopii elektrono­
wej w  Zabrzu-Rokitnicy.
Projekt będzie realizo­
wany w ramach progra­
m u operacyjnego „Inno­
wacyjna Gospodarka", 
z puli przeznaczonej na 
rozwój ośrodków o wy­
sokim potencjale badaw­
czym. Niewykluczone, że w  ramach 
konsorcjum w gliwickim Centrum On­
kologii uda się zbudować bank tkanek. 
Dałoby to możliwość pozyskiwania 
kolejnych środków, które mogą być 
później inwestowane w inne projekty 
badawcze (Nauka w Polsce, 2009).

Biometryczny terminal, rozpoznają­
cy osobę na podstawie unikatowego dla 
każdego z nas układu żył dłoni skon­
struowali pracownicy Instytutu Maszyn 
Matematycznych w Warszawie (IMM). 
Może on posłużyć jako urządzenie 
kontroli dostępu lub system rejestraqi 
czasu pracy. W dobie poszukiwania 
metod bardziej odpornych na fałszer­
stwa pobieranie cech biometrycznych 
jest najbardziej sprawdzoną i pewną 
metodą identyfikowania człowieka. 
Układ żył jest indywidualny i nie­
zmienny dla każdego człowieka już od 
czwartego roku życia. Wprawdzie ciało 
dziecka rośnie, a wraz z nim cały układ 
się zwiększa, to jego charakterystycz­
ne elementy pozostają stałe. Zmieniają 
się jedynie proporcje. Promieniowanie 
podczerwone wykorzystuje się do zdej­
mowania obrazu żył, który następnie 
poddaje się obróbce, aby uzyskać dane 
najbardziej przydatne do identyfikacji, 
i dalej obraz przygotowuje się do ana­
lizy cyfrowej. Informacje o układzie żył 
przetwarza się i przechowuje nie w  for­
mie obrazów, lecz wzorców. Służą one 
do porównania z wzorcem uzyskanym 
z czytnika, a praktycznie ustala się czy 
osoba jest tą, za którą się podaje. Urzą­
dzenie jest obecnie na ostatnim etapie 
konstrukcji, a prywatne firmy już zgła­

szają zainteresowanie jego produkcją i 
dystrybucją (Nauka w Polsce, czerwiec 
2009).

Białko LRG wykryli w  moczu spe­
cjaliści z Children's Hospital w  Bosto­
nie. Może być ono szczególnie charak­
terystyczne dla zapalenia wyrostka.

Do jego oznaczania 
wykorzystuje się teraz 
technikę spektrome­
trii masowej, jednak 
prawdopodobnie uda 
się opracować odpo­
wiednie paski testowe 
(PAP, czerwiec 2009).

Debata „Filozofia i 
etyka jakości życia w me­
dycynie współczesnej. 
Próba rozstrzygnięcia 
sporu pomiędzy etyką 

jakości życia a etyką świętości życia na tle 
współczesnej medycyny", organizowana 
przez Fundację na rzecz Nauki Polskiej, 
odbyła się 18 czerwca 2009 roku w Bi­
bliotece Uniwersyteckiej w  Warszawie. 
Pretekstem do podjęcia debaty była 
książka dr W eroniki Chańskiej (Fot.
10) pt. „Nieszczęsny dar życia. Filozofia 
i etyka jakości życia w medycynie współ­
czesnej", wydana w serii Monografie 
FNP. Do dyskusji zaproszono poza 
autorką prof. Andrzeja Górskiego 
— specjalistę nauk medycznych, prof. 
Zbigniewa Szawarskiego — bioety­
ka i filozofa medycyny, księdza prof. 
Andrzeja Szostka — filozofa i etyka 
chrześcijańskiego. Debatę prowadził 
redaktor Krzysztof Michalski z Polskie­
go Radia.

Spotkanie rozpoczął prof. Maciej 
Żylicz, prezes FNP, pytaniem, czy 
kryteria moralne mają być w dysku­
sji o granicach życia takie same, jak te 
stosowane w trakcie życia człowieka. 
To są zagadnienia, na które współcze­
sne społeczeństwa będą musiały w  naj­
bliższym czasie odpowiedzieć, choćby 
dlatego, że rozwój medycyny sprzyja 
przedłużeniu ludzkiego życia. Dr W e­
ronika Chańska w  swej książce pod­
jęła próbę przedstawienia stanowisk 
dotyczących sposobów podejmowania 
decyzji o końcu ludzkiego życia. Au­
torka nakreśliła w  wystąpieniu dwie 
doktryny, które jej zdaniem reprezen­
tują konkurencyjne wizje rozwiązania 
poruszonego problemu, przeciwsta­
wiając etykę świętości życia etyce jako­

ści życia. Kwestie te nabierają wielkiego 
znaczenia w  sytuacji, gdy czas, miejsce 
i sposób, w  jaki chorzy umierają, są dla 
nich bardzo ważne. Autorka pesymi­
stycznie widzi możliwość znalezienia 
kompromisu w kwestii rozstrzygnięcia 
stosowania kryterium świętości życia 
(największe dobro to przede wszystkim 
podtrzymanie życia), czy jakości życia 
(największe dobro to zapewnienie czło­
wiekowi satysfakcjonujących warun­
ków życia), choć oczywistym dla niej 
jest przyjęcie, po debacie publicznej, 
jednoznacznych rozwiązań prawnych 
regulujących tę kwestię. Prof. Andrzej 
Górski wyraził opinię, że poszukiwa­
nia kompromisu powinny być konty­
nuowane. Powołując się na zapisy obo­
wiązującego w  Polsce Kodeksu Etyki 
Lekarskiej i Kodeksu Etycznego Świa­
towej Organizacji Lekarzy wykluczył 
zdecydowanie uczestnictwo lekarza w 
zadawaniu śmierci, choć lekarz mając 
swobodę w wyborze metod leczenia, 
powinien ograniczyć czynności lekar­
skie do istotnie potrzebnych choremu i 
może zaprzestać uporczywego leczenia 
w  stanach terminalnych, kiedy rokowa­
nia są beznadziejne. W terminie „opty­
malna jakość życia" prof. Górski upa­
truje możliwość wypracowania kom­
promisu. Prof. Zbigniew  Szawarski 
zarysował filozoficzną i etyczną per­
spektywę dramatycznych przypadków 
medycznych. Stwierdził, że kompro­
mis pomiędzy doktrynami świętości i 
jakości życia jest możliwy, bo ludzie o 
różnorodnych poglądach w cywilizo­
wanych społeczeństwach nie muszą 
się godzić na wszystko, ale mają rów­
ne prawa w sferze decyzji moralnych. 
Ksiądz, prof. Andrzej Szostek, uznał, 
że wobec, jego zdaniem, oszczędnego 
opisu doktryny świętości życia nie jest 
m u łatwo zaprezentować ją i bronić. 
Podkreślił, że w  rozumieniu Kościoła 
katolickiego, który reprezentuje stano­
wisko określane jako doktryna świę­
tości życia, to sam człowiek, nie życie, 
jest najcenniejszy. Według stanowiska 
Kościoła ochrona życia człowieka jest 
dla człowieka podstawowym warun­
kiem do osiągnięcia jakiegokolwiek 
innego dobra. Z tego powodu Kościół 
stawia punkty graniczne, wyznaczając 
wyraźnie obszar ochrony życia, ale nie 
zabrania, a wręcz zachęca do dyskusji o 
sytuacjach granicznych, w  których na­
leży dokonywać trudnego wyboru.

Pod redakcją Teresy W esołow skiej
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L I S T Y  O D  C Z Y T E L N I K Ó W

Szanowny Pan
Prof. Sławomir Pikuła
Redaktor Naczelny
„Postępów Biochemii"
ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa

Szanowny Panie Profesorze,

Zgrom adzeni na corocznej konfe­
rencji kierowników Katedr Biochemii 
uczelni medycznych, jaka miała miej­
sce w Poznaniu w  dniach 29-30 maja 
br., pragniem y ustosunkować się do 
listu prof. Edw arda Bańkowskiego, 
skierowanego do Pana / . . . / .  List zo­
stał ogłoszony w redagow anym  przez 
Pana czasopiśmie w  tomie 54/4, str. 
347-349 w 2008 roku. Pragniemy rów ­
nież odnieść się do listu / p ro f./ Zofii 
Zarębskiej (Postępy Biochemii 55/1, 
20, 2009), krytycznie oceniającej za­
rzuty, jakie znalazły się w  liście prof. 
Bańkowskiego. Profesor wskazał na 
merytoryczne błędy pojawiające się 
w niektórych artykułach publikow a­
nych w Postępach Biochemii. Uwagi 
zawarte w  liście prof. Bańkowskiego 
dają się ująć w  trzy grupy:

— grupa pierwsza dotyczy błęd­
nego posługiwania się terminami m e­
dycznymi;

— grupa druga zawiera uwagi 
wskazujące na błędy w terminologii 
chemicznej;

— grupa trzecia — najliczniejsza 
— traktuje o błędach w terminologii 
biochemicznej oraz o uchybieniach 
w interpretacji procesów biochemicz­
nych.

Akceptując / . . . /  uw agi prof. Bań­
kowskiego, chcemy wyrazić swoje 
stanowisko wobec polemicznego li­
stu prof. Zofii Zarębskiej poddającej 
w  w ątpliw ość m erytoryczną wartość 
spostrzeżeń prof. Bańkowskiego. 
Swoje uw agi prof. Zarębska rozpo ­
częła od krytycznej oceny stw ierdze­
nia prof. Bańkowskiego, że „nie ma 
choroby zwanej artretyzm em ". A u­
torka listu zapew nia, że „term in taki 
figuruje w  polskich słownikach m e­
dycznych rów now ażnie z term inem  
dna — skaza moczanowa". Nie w ie­
my jakie polskie słowniki m edycz­
ne skłoniły autorkę do w yrażenia 
takiego poglądu. Wiemy natom iast, 
że najbardziej autorytatyw ne źródło 
jakim jest Wielki Słownik M edyczny

(PZWL, 1996) hasła „artretyzm " nie 
zawiera. Ten sam  słownik informuje: 
„dna — arthritis urica /  .../ ( przebie­
ga ) z napadam i ostrego zapalenia 
staw ów " (op. cit. str. 283). Podobną 
informację m ożna znaleźć w  rozdzia ­
le „M etabolizm nukleotydów  pury- 
now ych i p irym idynow ych” zaw ar­
tym  w Biochemii H arpera  (PZWL, 
2004). W rozdziale tym  czytamy: „dna 
m oczanowa / . . . /  wywołuje ostre za ­
palenie stawów". We w spom nianej 
Biochemii H arpera rów nież nie znaj­
dujemy hasła „artretyzm ". Fakty te 
sprawiły, że z polskiego nazew nic­
tw a m edycznego usunięto nic nie 
mówiący term in „artretyzm ", zastę­
pując go oddającym  istotę spraw y /  
te rm inem / „arthritis". W praw dzie w  
anglojęzycznych słownikach w idn ie ­
je hasło „artretyzm " (Jan Stanisław ­
ski, Wielki Słownik Polsko-Angiel­
ski, W iedza Pow szechna 1966, tom  1, 
str. 27), ale jest to polskie — niestety 
błędne — tłum aczenie angielskiego 
/p o jęc ia / „arthritis, gout" (dna). Tak 
więc uznanie za m erytoryczny błąd 
stw ierdzenia prof. Bańkowskiego, 
że „nie ma choroby zwanej artre ty ­
zm em " jest bezpodstaw ne.

Dla wykazania mylnego poglądu 
/p ro f . /  Zarębskiej, że spostrzeżenie 
prof. Bańkowskiego, iż „nie ma skrze­
pów  wewnątrznaczyniowych" jest 
również merytorycznie błędne, p rzy ­
taczamy definicję skrzepu i zakrzepu. 
Obie definicje pochodzą ze w spo­
m nianego wyżej Wielkiego Słowni­
ka Medycznego. Skrzep (ang. blood 
ciot) to „galaretowata masa pow sta­
jąca w  praw idłow ych w arunkach z 
krwi znajdującej się poza naczyniami 
krwionośnymi" (Wielki Słownik /M e ­
dyczny /, str. 1237), natom iast zakrzep 
(ang. thrombus) to „osad w świetle ży­
wych naczyń krwionośnych" (Wielki 
Słownik /  M edyczny/ str. 1522).

Przytoczone definicje jednoznacz ­
nie potw ierdzają słuszność kry tycz­
nej oceny prof. Bańkowskiego, że 
„nie ma skrzepów  w ew nątrznaczy ­
niow ych" i każą uznać stanow isko 
/p r o f . /  Zarębskiej za pozbaw ione 
podstaw . Nie w iem y, jakie jeszcze 
spostrzeżenia /p ro f . Bańkow skie­
g o /  uw aża /p r o f . /  Zarębska za 
m erytorycznie błędne, poniew aż

w sw oim  liście ograniczyła się do 
w spom nianych  dw óch kwestii.

Zgadzam y się natom iast z poglą­
dem  /p r o f . /  Zarębskiej, że „nadzór 
m erytoryczny nad polszczyzną w 
czasopiśmie, nie może być dziełem 
jednej osoby". Jesteśmy świadomi, że 
Redakcja Postępów  Biochemii dys­
ponuje znakom itym i redaktoram i, 
których kompetencje dotyczące pol­
skiego nazew nictw a medycznego, 
chemicznego i biochemicznego są 
niekwestionowane. Zakres oddzia ­
ływ ania „Postępów  Biochemii" jest 
jednak na tyle znaczny, że popraw na 
term inologia haseł będących treścią 
publikow anych tam  artykułów  poza 
w aloram i naukow ym i ma również 
w alor dydaktyczny. Ten fakt — poza 
polem iką z listem /p r o f . /  Zofii Za­
rębskiej — sprawił, że zgrom adzeni 
na konferencji — byli i aktualni — 
kierownicy Katedr Biochemii uczelni 
m edycznych, podjęli inicjatywę w y ­
stąpienia z niniejszym listem do Pana 
Redaktora Naczelnego.

Z upow ażnienia uczestników kon­
ferencji, z wyrazam i szacunku,

/-/Janusz Greger

Katedra Biochemii Medycznej 
U niw ersytetu M edycznego w  Łodzi 
ul. M azowiecka 6 /8 , 92-215 Łódź 
Łódź, 12 czerwca 2009 roku

Szanowny Panie Redaktorze,

Pragnę zwrócić uwagę na rażący 
błąd, występujący ostatnio w  kilku ar­
tykułach w  Postępach Biochemii, m ia­
nowicie „egzon" zamiast praw idło­
wego term inu „ekson" (utworzonego 
od term inu „ekspresja"). Komunikat 
Komisji Słownictwa Biochemicznego 
na ten tem at ukazał się w  Postępach 
Biochemii, w  tomie 42, str. 369 (1996). 
Sądzę, że Redakcja pow inna uczulać 
recenzentów artykułów na popraw ia­
nie słownictwa.

Z poważaniem,

Janina Kwiatkowska-K orczak

(e-mail: biochsek@ bioch.am.wroc.pl) 
W rocław, 2009-06-27
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Izoenzym y cytochromu P450 w  metabolizmie  
zw iązków  endo- i egzogennych

STRESZCZENIE

Cytochromy P450 (CYP) należą do enzymatycznych białek hemowych występujących we  
wszystkich organizmach żywych. W komórkach eukariotycznych katalizują biosyntezę  

związków endogennych, głównie lip idów i ich pochodnych, ale także metabolizm ksenobio- 
tyków, w  tym leków. W reakcjach tych substraty ulegają C-oksydacji (hydroksylacja, epok- 
sydacja, peroksydacja), N-oksydacji, S-oksydacji oraz oksydacyjnej O-, S-, i N-dealkilacji. 
W konsekwencji wym ienionych procesów monooksygenacji powstają też produkty dime- 
ryzacji, izomeryzacji oraz struktury cykliczne. Izoenzymy cytochromu P450, kodowane w  
organizmie człowieka przez 57 genów, różnią się specyficznością substratową. Na przykład, 
CYP51A1 pełni kluczową rolę w  biosyntezie cholesterolu, CYP7A1, 7B1, 8B1, 27A1 i 39A1, 
w biosyntezie kwasów żółciowych, a CYP46A1 w  metabolizmie oksysteroli. Za metabolizm  
leków odpowiedzialne są głów nie CYP3A4, 2D6, 2C9 i 2C19 oraz dodatkowo CYP2E1 zwią­
zany też z metabolizmem etanolu, a także CYP1A2 znany z metabolizmu związków kance­
rogennych. Metabolizm ksenobiotyków można uznać za element mechanizmów obronnych 
organizmu przed pojawiającymi się w  środowisku nowym i substancjami obcymi, a jedno­
cześnie spełnia on funkcję aktywacji ksenobiotyków, w  tym leków.

WPROWADZENIE

Cytochromy P450 (CYP) to liczna i wielofunkcyjna nadrodzina białek enzy­
matycznych wykazujących aktywność monooksygenaz [1], Cytochromy P450 
należą do białek hem owych i występują we wszystkich organizmach żywych, 
począwszy od bakterii, poprzez grzyby i rośliny, do zwierząt i ludzi. Obecne 
są we wszystkich typach komórek ssaków, za wyjątkiem dojrzałych erytrocy­
tów. Szczególnie wysoką aktywność zróżnicowanych izoenzymów CYP stw ier­
dza się w  siateczce śródplazmatycznej hepatocytów i chociaż występują także 
w komórkach płuc, nerek, serca, jelit, mózgu i skóry, to ich łączna aktywność 
jest tam niższa, niż w  wątrobie [2], W komórkach eukariotycznych cytochromy 
P450 zaangażowane są z jednej strony w metabolizm związków endogennych, 
np. biosyntezę cholesterolu i horm onów steroidowych lub metabolizm kwasów 
tłuszczowych i ich pochodnych, z drugiej zaś strony w aktywację lub inaktywa- 
cję leków i metabolizm innych związków obcych dostających się do organizmu. 
Druga grupa przem ian rozwinęła się praw dopodobnie w wyniku ewolucji CYP 
metabolizujących substraty endogenne [3,4],

W oparciu o strukturę pierwszorzędowa izoenzymy cytochromu P450 zostały 
zaklasyfikowane do rodzin i podrodzin. Enzymy należące do jednej rodziny, np. 
CYP1, wykazują identyczność struktury pierwszorzędowej co najmniej w  40%, a 
członkowie podrodzin np. CYP1A, w  ponad 55%. Dotychczas zidentyfikowano 
781 rodzin  cytochromu P450: 205 w  komórkach bakterii, 61 w komórkach Proti- 
sta, 310 w  organizmach grzybów, 95 roślin i 110 w organizmach zwierząt. Mimo 
stosunkowo niskiej ogólnej liczby rodzin w organizmach roślin, występuje tam 
duże w ew nętrzne zróżnicowanie podrodzin i izoenzymów CYP. N a przykład, 
w  kom órkach ryżu stw ierdzono aż 452 geny CYP, podczas gdy u człowieka w y­
stępuje ich 57, kodujących 58 izoenzymów cytochromu P450 [5,6].

Zdolność cytochromów P450 do metabolizowania dużej liczby różnych 
zw iązków  w ynika nie tylko z różnorodności izoenzymów oraz izoform CYP, ale 
również z faktu, że wiele izoenzym ów cytochromu P450 charakteryzuje się sze­
roką specyficznością substratową. Badania strukturalnych podstaw  takiej specy­
ficzności pozwalają na przew idyw anie kierunku metabolizmu zarówno leków, 
jak i innych ksenobiotyków.

Cytochromy P450 to białka zakotwiczone w błonach biologicznych o masie 
cząsteczkowej od 42 do 62 kDa. Enzymy te różnią się strukturą pierwszorzę- 
dową, co w pływ a na zróżnicowanie budow y ich centrum aktywnego. [7], Hem  
stanowiący grupę prostetyczną CYP, zawiera wyeksponow any w centrum  ak­
tyw nym  atom żelaza, związany koordynacyjnie z czterema atomami azotu pier-
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ścienią porfiryno- 
wego i dwoma 
osiowymi Ugan­
dami, z których 
jeden stanowi 
reszta cysteiny. W 
stanie spoczynku 
kompleks porfi- 
ryny występuje w 
rów now adze po­
między strukturą 
p ięc io k o o rd y n a -  
cyjnego wysoko- 
spinowego jonu 
Fe(III) z resztą 
cysteiny jako li- 
gandem  i sześcio- 
koordynacyjnego 
n isk o sp in o w e g o  
jonu Fe(III) z czą­
steczką w ody w 
pozycji trans w 
odniesieniu do 
reszty cysteiny 
(Ryc. 1) [1].

Z a s a d n i c z ą
funkcją enzymów 
z nadrodziny cy- 
tochromów P450

jest kataliza reakcji utleniania związków endo- i egzogen­
nych na drodze monooksygenacji, w której jeden z dwóch 
atomów cząsteczki tlenu w budow yw any jest do cząsteczki 
substratu w reakcji w /g  schematu.

Rycina 1. Centrum porfirynowo-żelazowe cyto- 
chromów P450. Stan równowagi pomiędzy struk­
turą pięciokoordynacyjnego wysokospinowego 
jonu Fe(III) z resztą cysteiny jako ligandem i sze- 
ściokoordynacyjnego niskospinowego jonu Fe(III) 
z cząsteczką wody w pozycji trans w odniesieniu 
do reszty cysteiny (na podstawie [1]).

RH + 0 2 + H + + NAD(P)H - ►  R-OH + H 20  + NAD(P)+, 
gdzie RH — substrat, ROH — produkt. W reakcji tej izoen- 
zymy cytochromu P450 przejmują elektron z NADPH lub 
z NADH i poprzez inne przenośniki elektronów przenoszą 
go na cząsteczkę tlenu (Ryc. 2) [8].

Transfer elektronów z NADPH na cytochrom P450 w sia­
teczce śródplazmatycznej u człowieka zachodzi z udziałem 
flawoproteiny, reduktazy NADPH:cytochrom P450 (CPR). 
Enzym ten zawiera dwie główne grupy prostetyczne: dinukle- 
otyd flawinoadeninowy (FAD) i mononukleotyd flawinoade- 
ninowy (FMN). Dwa elektrony z cząsteczki NADPH są prze­
noszone na FAD, a następnie po jednym elektronie na FMN, 
skąd są dostarczane na hem cytochromu P450, który z kolei, 
ulega stopniowej redukcji, przenosząc elektron na substrat RH 
[9], W niektórych reakcjach katalizowanych przez retikulame 
izoenzymy cytochromu P450 transport drugiego elektronu 
może zachodzić nie bezpośrednio z reduktazy cytochromu 
P450, ale z cytochromu b5, małego białka hemowego o masie 
formy prekursorowej 15.3 kDa, które również znajduje się w 
siateczce śródplazmatycznej [10,l l ] 1.

Cykl katalityczny cytochromu P450 jest inicjowany przez 
związanie substratu z cząsteczką białka hemowego. Związa-

Rycina 2. Schemat transportu elektronów z NADPH na cząsteczkę tlenu w sia­
teczce śródplazmatycznej z udziałem przenośników elektronów FAD i FMN, 
NADPH reduktazy :cytochromu P450 oraz centrum porfirynowego cytochromu 
P450.

ny z substratem  Fe(III) układu hemowego, znajdujący się w 
stanie pięciokoordynacyjnym (Ryc. 1) ma wyższy potencjał 
redukcyjny (-170 mV), niż Fe(III) w  stanie sześciokoordyna- 
cyjnym (-270 mV), co zwiększa szybkość, z jaką następuje 
redukcja Fe (III) do Fe (II) z udziałem  elektronu przeniesio­
nego z NADPH przez reduktazę cytochromu P450 [7].

IZOENZYMY CYTOCHROMU P450 U CZŁOWIEKA

Izoenzymy cytochromu P450 człowieka po raz p ierw ­
szy w yizolow ano z siateczki śródplazm atycznej kom órek 
w ątroby w latach 80-tych XX wieku. Były to izoenzym y 
CYP1A1,1A2, 2A6, 2C9, 2D6 i 3A4 [12-15], Rozwój technik 
rekombinacji DNA pozwolił na syntezę rekobinowanych 
białek w komórkach bakterii, drożdży lub ssaków. Bada­
nia roli izoenzymów CYP w metabolizmie leków i innych 
ksenobiotykow oraz w procesach kancerogenezy ujawniły, 
że w  przem ianach tych uczestniczą tylko niektóre spośród 
izoenzymów CYP człowieka, co pozwoliło zawęzić zakres 
badań do w ybranych białek. W iedza o udziale izoenzy­
mów CYP w biotransformacji leków w ykorzystyw ana jest 
w badaniach biodostępności leków, interakcji w układach 
lek-lek i lek-metabolit oraz w  analizie efektów toksycznych 
farmakoterapii. W ażne miejsce zajmują też badania reakcji 
katalizowanych przez cytochromy P450 w aspekcie ich roli 
w  procesach nowotworzenia (Tabela 1) [1,13-15].

Badania genom u człowieka pozwoliły na stw ierdzenie, 
że izoenzym y cytochrom ów P450 kodow ane są przez 57 
genów. Izoenzym y te należą do 18 rodzin  i 43 podrodzin
[5], N iezależnie od tego podziału, biorąc pod uw agę rodzaj 
substratu , m ożna dokonać klasyfikacji izoenzym ów  CYP 
na 6 grup, uwzględniając udział w przem ianach zw iązków  
endogennych czyli steroli, kw asów  tłuszczowych i eikoza- 
noidów  oraz zw iązków  egzogennych, w śród  których m e­

‘Inne system y transportu  elektronów na cytochrom y P450 zostały opisane w  artykule pt. „R eduktaza NA DPH :cytochrom  P450, nie tylko partner 
cytochrom u P450" zam ieszczonego w  niniejszym  num erze „Postępów  Biochemii".
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Tabela 1. Klasyfikacja izoenzymów P450 (CYP) człowieka w zależności od typu substratu, wg [28].

1 Sterole Kwasy tłuszczowe Eikozanoidy Witaminy Ksenobiotyki Słabo poznane substraty 1
1B1 2J2 4F2 2R1 1A1 2A7

7A1 4 A l i 4F3 24A1 1A2 2S1

7B1 4B1 4F8 26A1 2A6 2U1

8B1 4F12 5A1 26B1 2 A l 3 2W1

11A1 8A1 26C1 2B6 3A43

11B1 27B1 2C8 4A22

11B2 2C9 4F11

17A1 2C18 4F22

19 A l 2 0 9 4V2

21A2 1 2D6 4X1

27 Al 2E1 4Z1

39A1 2F1 20A1

46A1 3A4 2 7 0

51A1 3A5

3A7

tabolizm owi z udziałem  P450 ulegają w itam iny z grupy A 
i D oraz ksenobiotyki (leki i substancje toksyczne) [15]. W 
Tabeli 1 poza wym ienionym i grupam i jest też grupa nowo 
poznanych izoenzymów. Zaliczamy je do tzw. białek 
„sierocych" dła których, na podstaw ie struktury  genom u 
określono strukturę pierw szorzędow ą, ale ich rola fizjolo­
giczna jest dotychczas słabo poznana. Nie znam y funkcji 
izoenzym ów cytochrom u P450 w ym ienionych w rubryce 
„słabo poznane" CYP2A7, 4F22, 4V2, 27C1, 20A1. O pozo­
stałych w iadom o m.in., że CYP2S1 występuje głównie w 
kom órkach układu oddechow ego i pokarm owego, i może 
uczestniczyć w metabolizmie w ęglow odorów  arom atycz­
nych. CYP2U1 znaleziono w płucach, w trzustce, w w ątro ­
bie, w śledzionie, w  mięśniach, w sercu i w mózgu. Praw ­
dopodobnie jest odpow iedzialny za m etabolizm  kwasu 
arachidonow ego i innych kwasów tłuszczowych. Ponadto 
może odgryw ać istotną rolę w  regulacji przepływ u krwi 
przez mózg. N atom iast CYP2W1 jest izoenzym em  w ystę­
pującym w kom órkach nowotworowych. Podobnie jak 
CYP2S1 bierze udział w  aktywacji kancerogennych poli- 
cyklicznych w ęglow odorów  aromatycznych. Wysoki po ­
ziom syntezy tego białka stw ierdzono w now otw orow ych 
kom órkach wątroby, HepG2. CYP3A43 jest izoenzym em  
działającym głównie poza wątrobą, podobnie jak CYP4X1, 
którego ekspresję wykazano selektywnie w komórkach 
mózgu. N atom iast CYP4F11 jest praw dopodobnie kataliza­
torem reakcji 20-hydroksylacji trioksyfiliny A3, zaś CYP4Z1 
oo-hydroksylacji kwasu laurynowego, m irystynowego i pal­
m itynow ego [16].

KLUCZOWE FUNKCJE IZOENZYMÓW 
CYTOCHROMU P450

Aktywność katalityczna cytochromów P450 jest sterowa­
na z jednej strony poprzez czynniki genetyczne, zaś z d ru ­
giej strony przez endogenny system regulacji hormonalnej. 
Na aktywność tych enzymów mają również wpływ  związki 
egzogenne będące Ugandami receptorów jądrowych2

Chociaż w  komórkach, oprócz 
nadrodziny cytochromu P450, jest 
wiele enzym ów utleniających, w 
tym dehydrogenaza alkoholowa, 
oksydazy ksantynowa, aldehydo­
wa i aminowa, to izoenzymy cy­
tochromu P450 pełnią kluczową 
rolę w  metabolizmie utleniającym 
[1,17]. Na przykład, w biosynte­
zie steroli i ich pochodnych bierze 
udział kilka różnych izoenzymów 
cytochromu P450. Kluczową rolę w 
tym procesie odgrywa CYP51A1, 
który katalizuje reakcję 14a-deme- 
tylacji lanosterolu, prowadzącą do 
powstania cholesterolu (Ryc. 3). 
Gen kodujący ten enzym w ystę­
puje w  komórkach wszystkich or­
ganizmach żywych począwszy od 
roślin i grzybów po zwierzęta, co 
sprawia, że CYP51A1 bywa uzna­

w any za prekursora innych eukariotycznych izoenzymów 
cytochromu P450 [18]. U człowieka wykazano jego obec­
ność w jądrach, w  jajnikach, w nadnerczach, w wątrobie i 
w  nerkach. W pierwszym  etapie głównego szlaku biosynte­
zy kwasów żółciowych z cholesterolu ważną funkcję pełni 
CYP7A1, który katalizuje reakcję hydroksylacji w  pozycji 7 
(Ryc. 3). CYP7B1 uczestniczy w  alternatywnym  szlaku bio­
syntezy kwasów żółciowych katalizując 7-hydroksylację 
27-hydroksycholesterolu i kwasu 3[3-hydroksy-5-choleste- 
nowego. Katalizuje on także 7-hydroksylację oksysterolu, 
podobnie jak CYP39A1. W biosyntezie kwasów żółciowych 
bierze udział też CYP8B1 katalizujący reakcję 12a-hyrok- 
sylacji oraz CYP27A1, który konieczny jest do syntezy 
oksysteroli i utleniania łańcucha bocznego [18].

Na uw agę zasługuje, biorący także udział w metaboli­
zmie cholesterolu, CYP46A1. W ystępuje on głównie w neu ­
ronach ośrodkowego systemu nerwowego i bierze udział w 
metabolizmie cholesterolu, którego stężenie w  neuronach 
jest wysokie [19]. Metabolit, 24S-hydroksycholesterol nale­
żący do grupy oksysteroli, po przeniknięciu bariery krew- 
mózg transportow any jest z krwią do wątroby, gdzie może 
być przekształcony w kwasy żółciowe lub jest wydalany w 
postaci siarczanów i glukuronianów. Proces ten jest jednym 
ze sposobów eliminacji nadm iaru cholesterolu z neuronów 
mózgu [20]. W ykazano ponadto, że występowanie formy 
polimorficznej CYP46A1 powstałej w  wyniku tranzycji T-C 
w  intronie 2 wiąże się ze wzrostem  ryzyka rozwoju choroby 
Alzheimera.

Izoenzymy cytochromu P450 biorą także udział w synte­
zie i metabolizmie w itam iny D3 (cholekalcyferolu), w  któ­
rym  istotną rolę odgrywają trzy enzymy mitochondrialne, 
w spom niany powyżej CYP27A1 oraz CYP27B1 i CYP24A1
[21,22], Pierwszy etap tego procesu, 25-hydroksylacja z 
udziałem CYP27A1 (Ryc. 4), przebiega w wątrobie, natomiast 
drugi (1-a-hydroksylacja katalizowana przez CYP27B1) za-

2W pływ polim orfizm u genów oraz egzogennych ligandów  na ekspresję CYP jest przedm iotem  artykułu p.t."W pływ  polim orfizm u i zróżnicowanej 
ekspresji genów  cytochrom ów P450 na m etabolizm  ksenobiotyków", opublikow anego w  niniejszym num erze „Postępów Biochemii".
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Rycina 3. Izoenzymy cytochromu P450 w szlakach metabolicznych cholesterolu 
(na podstawie [18]).

chodzi głównie w  nerkach. W wyniku tego powstaje l a , 25- 
dihydroksywitam ina D3 czyli aktywna forma w itam iny D3. 
Z drugiej strony izoenzym CYP24A1 katalizuje sześcioeta- 
powy proces inaktywacji tej formy witaminy [23]. Ważne 
funkcje pełnią także CYP26A1 i CYP26B1, które biorą udział 
w przem ianach pochodnej witaminy A, kwasu retinowego. 
Kwas retinowy uczestniczy m.in. w  procesie różnicowania 
się komórek w trakcie rozwoju kręgowców [24]. Metaboli­
ty kwasu frans-retinowego to pochodne 4-hydroksy, 4-oxo 
i 18-hydroksy. CYP26A1 i 26B1 nie rozpoznają kw asu cis- 
retinowego, chociaż metabolity obu izomerów oddziałują z 
receptorami jądrowymi RAR i PXR, regulując transkrypcję 
wielu genów [18,25].

IZOENZYMY CYTOCHROMU P450 W 
METABOLIZMIE KSENOBIOTYKÓW

Ksenobiotyki to substancje obce dla organizm u, często 
o właściwościach lipofilowych, które ulegają przem ianom  
metabolicznym z udziałem  enzym ów występujących w 
komórkach. Należą do nich leki, kancerogeny oraz toksy­
ny środowiskowe, np. polichlorowane bifenyle, pestycydy, 
dioksyny, insektycydy. Biotransformacja ksenobiotyków w 
organizmie zachodzi w  dwóch fazach. Do I fazy przem ian 
zaliczane są głównie reakcje utleniania, w  tym hydroksyla- 
cji, a także procesy redukcji i hydrolizy. W II fazie biotrans- 
formacji, produkty reakcji I fazy poddaw ane są sprzęganiu 
z kwasem glukuronow ym  i siarkowym  oraz octowym, a 
także koniugacji z glutationem lub aminokwasami, a nie­
kiedy także alkilacji. I-sza i H-ga faza m etabolizmu kseno- 
biotykow zachodzi głównie w  wątrobie. Powstałe w  w y­
niku tych przem ian metabolity stają się zwykle silniej po­
larne, a więc lepiej rozpuszczalne w  wodzie, co ułatw ia ich

C h o l e s t e r o l

1
1

(Cholecalciferof) 
Witamina Ds

wątroba
C Y P 3 A 4

C Y P 2 D 6

CYP24A1
2 4  2 5 -  ( O H ) 2 - D 3Z O - U I 1 - U 3 w

nerki CYP27B1

1a, 25-(OH)2 -Ds

CYP24A1

> 1 a , 2 4 2 5 - ( O H ) 3 -D 3

Efekty 
biologiczne

Rycina 4. Udział izoenzymów cytochromu P450 w aktywacji i deaktywacji wita­
miny D, (na podstawie [18]).

eliminację z organizmu, najczęściej poprzez nerki. Jednak 
reakcje biotransformacji ksenobiotyków to także przem ia­
ny prowadzące do aktywacji proleków i prokancerogenów 
[26], W w yniku przem ian enzymatycznych katalizowanych 
przez enzymy I fazy związki te ulegają przekształceniu do 
formy aktywnej, co pozwala im oddziaływać z celem mole­
kularnym  w komórce [27]. Na przykład związki przeciw- 
now otw orow e z grupy mitomycyny C lub nitrofurany i 
nitroimidazole, a także, pochodne 1-nitroakrydyny, swoją 
aktywność zawdzięczają bioredukcji proleków, która za­
chodzi w  w arunkach beztlenowych jakie panują w ew nątrz 
tkanki nowotworowej [28,29].

Spośród enzym ów metabolizujących leki największy 
udział mają cytochromy P450, uczestnicząc w biotransfor­
macji ok. 95% z nich. Jednak tylko kilkanaście spośród 58 
izoenzymów CYP człowieka jest zaangażow anych w me­
tabolizm leków i innych ksenobiotyków. Najważniejsze z 
nich to CYP1A2, członkowie rodziny CYP2 (A6, B6, C8, C9, 
C19, D6 i El) oraz CYP3A4. Ten ostatni metabolizuje ok. 
50% wszystkich znanych leków (Ryc. 5) [30].

CYP3A4

Izoenzym CYP3A4 jest jednym  z najbardziej rozpo­
wszechnionych izoenzymów cytochromu P450 w  kom ór­
kach wątroby i jelita cienkiego człowieka. Stanowi około 
60% wszystkich cytochromów P450 w wątrobie i około 30% 
całkowitej puli białek enzymatycznych tego narządu. Ak­
tywność CYP3A4 zaobserwowano też w  płucach, żołądku 
i jelicie grubym. W odróżnieniu od innych cytochrom ów 
z rodziny CYP3 nie stw ierdzono obecności CYP3A4 w ją­
drach i w tarczycy u dorosłych oraz bardzo niski poziom  w 
wątrobie w  okresie prenatalnym  [15,31], Ponadto, wykaza-
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CYP2A6

Rycina 5. Udział izoenzymów cytochromu P450 w metabolizmie leków (na pod­
stawie [30]).

no wysoki poziom CYP3A4 w niektórych komórkach nowo­
tworowych, ale doniesienia w  tym względzie są sprzeczne
[26], Gen kodujący CYP3A4 jest zlokalizowany na chromo­
somie 7 (locus:7q22.1).

Za podstaw ow ą, w  odniesieniu do substratów endogen­
nych, reakcję katalizowaną przez CYP3A4 uznaje się często 
6p-hydroksylację testosteronu. Jednak znaczenie tej reakcji, 
jak i hydroksylacji innych steroidów, nie jest w pełni udoku­
m entowane [15]. Zdecydowanie największa grupa substra­
tów cytochromu 3A4 to leki posiadające w swej strukturze 
ugrupow ania o właściwościach lipofilowych. Najbardziej 
znane z nich to antybiotyki (erytromycyna, cyklosporyna), 
leki psychotropowe (midazolam, triazolam), leki stosowane 
w chorobach układu krążenia (nifedipina, diltiazem), a także 
leki przeciwnowotworowe (cyklofosfamid, ifosfamid, eto- 
pozyd, metotreksat, imatinib, vinblastyna, taksol i tamoksy- 
fen) [26,27,31,32], Metabolizm większości wymienionych le­
ków przy udziale CYP3A4 polega zwykle na hydroksylacji 
lub oksydacyjnej N-dealkilacji i N-dehalogenacji. H ydrok­
sylacji ulegają głównie alifatyczne fragmenty cząsteczek le­
ków, a także ugrupow ania benzylowe. Specyficznej reakcji 
4-hydroksylacji ulegają związki przeciwnowotworowe: cy­
klofosfamid, ifosfamid i tamoksyfen. Natomiast przemiany 
polegające na N-dealkilacji zachodzą w przypadku innych 
leków: erytromycyny, lidokainy, diltiazemu, jak i przeciw- 
now otworowego tamoksyfenu (Ryc. 6) [21,33].

W spólną cechą substratów izoenzymu CYP3A4 są łań­
cuchy lub pierścienie węglowodorowe o właściwościach 
lipofilowych oraz polarne podstawniki w postaci grup hy­
droksylowych i aminowych. Uważa się, iż oddziaływania 
hydrofobowe enzym  — substrat w  centrum  aktyw nym  en­
zym u są siłą napędow ą wiązania substratu z izoenzymem 
CYP3A4. Reakcja ta wym aga usunięcia z miejsca aktywnego 
cząsteczek wody, co daje energię potrzebną do zmiany sta­
nu spinowego kompleksu Fe(III)=0 w centrum  hemowym. 
M echanizm reakcji tego typu został poznany w  badaniach 
bakteryjnego cytochromu P450BM_3 (CYP102). W przypadku 
tego izoenzymu substratem  są kwasy tłuszczowe przyjm u­
jące w  roztworze w odnym  strukturę globularną. Podczas 
przemieszczania się w  lipofilowym kanale prowadzącym  
do centrum  aktywnego CYP102, kwasy tłuszczowe rozwi-

cykłofosfamid

Rycina 6. Porównanie struktur chemicznych wybranych leków — substratów 
CYP3A4, strzałką zaznaczono miejsca w strukturze, w których zachodzi reakcja 
metaboliczna.

jają się i przyjmują strukturę liniową, w  której lipofilowy 
łańcuch skierowany jest w  kierunku hemu, a polarna głowa 
zwrócona w stronę rozpuszczalnika. Podobny mechanizm 
opisano dla znanego substratu CYP3A4, cyklosporyny, w 
której ugrupow anie podatne na monooksygenację nie jest 
dostępne dla enzym u w środowisku wodnym . Natomiast 
w środowisku hydrofobowym  ugrupow anie to ulega w y­
eksponowaniu i wiąże się z enzym em  [33].

Przytoczony powyżej mechanizm oddziaływ ań enzym 
substrat wyjaśnia szeroki zakres specyficzności CYP3A4. 
Wiązania oparte głównie na oddziaływaniach hydrofobo­
wych są słabe i bez w iązań jonowych i w odorow ych um oż­
liwiają swobodny ruch substratu w centrum  aktywnym. 
Dlatego może on przyjmować więcej niż jedną orientację 
w centrum  aktyw nym  i ewentualny produkt takiej reakcji 
jest rezultatem  oddziaływ ań między jedną z tych orientacji 
a (Fe(III)=0) [31].

CYP2D6

Gen kodujący CYP2D6 zlokalizowany jest na chromoso­
mie 22 (locus:22ql3.1) [27]. Izoenzym ten występuje głów­
nie w komórkach wątroby, ale obserwowany jest również 
w płucach oraz w mózgu, gdzie u alkoholików wykazuje 
często podw yższoną aktywność. Charakteryzuje się osob­
niczo zróżnicowanym  poziomem syntezy, a u  części popu ­
lacji nie stw ierdza się aktywności CYP2D6. Może to suge­
rować, że nie posiada on fizjologicznie w ażnych substra­
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Rycina 7. Porównanie struktur chemicznych wybranych leków — substratów 
CYP2D6, strzałką zaznaczono miejsca w strukturze, w których zachodzi reakcja 
metaboliczna.

tów, chociaż wykazano, że bierze udział w metabolizmie 
tryptam iny [15]. Również kontrowersyjne są doniesienia o 
jego aktywności na różnych etapach ontogenezy człowieka. 
Wcześniejsze wyniki mówią o najwyższej ekspresji tego en­
zymu krótko po urodzeniu, podczas gdy nowsze wskazują 
na brak różnic w aktywności CYP2D6 podczas pierwszego 
roku życia [34],

CYP2D6 katalizuje transformację około 25% leków (z 
grupy leków antydepresyjnych, antyarytmicznych, a także 
inhibitorów biosyntezy serotoniny) głównie na drodze hy- 
droksylacji i dealkilacji [35-37], Analiza struktur substratów 
CYP2D6 wskazała, że większość z nich zawiera zasadowy 
atom azotu, (pKa > 8), który występuje w  fizjologicznym pH 
w postaci uprotonowanej (Ryc. 7) [7,15]. Głównym typem 
oddziaływ ań odpowiedzialnym  za specyficzność substrato­
wą tego izoenzymu jest oddziaływanie par jonowych po­
między obdarzonym  dodatnim  ładunkiem  atom em  azotu, a 
resztą kwasu asparaginowego (Asp301) w  centrum  aktyw ­
nym. Ponieważ większość substratów izoenzymu CYP2D6 
posiada właściwości zasadowe, wartość pKa powinna mieć 
decydujący wpływ na ich reaktywność. Jednak obserwowa­
ne są również różnice w powinowactwie do enzymu, które 
należy przypisać oddziaływaniom  hydrofobowym  lub typu 
n -n  poza centrum  aktywnym. Istnieją przesłanki, że w cen­
trum  aktyw nym  CYP2D6, poza Asp301, ważną rolę odgry­
wa Glu216, która jest w odległości równej długości wiąza­
nia z substratem  aminowym. Inne sugestie wskazują na rolę 
Asp301 polegającą na utworzeniu wiązania w odorowego z 
Phel20, który to reszta am inokwasowa może być zaanga­
żowana w oddziaływania hydrofobowe z substratem. Co 
więcej, substratam i dla CYP2D6 są również związki nie po­
siadające zasadowego atom u azotu, na przykład ritonawir, 
testosteron i inne steroidy. Hydroksylacja wymienionych 
substratów następuje w  pierścieniu arom atycznym  lub w 
związanym  z nim krótkim łańcuchu bocznym.

Chociaż wykazano, że CYP2D6 ma niewielki udział w 
przem ianach leków przeciwnowotworowych, to jednak 
znacząco w pływ a on na efektywność leczenia nowotworu 
piersi za pomocą tamoksyfenu [27]. W ykazano, że około 
90% tego leku przeciwnowotworowego jest metabolizowa­
ne przez CYP3A4/5 do nieaktywnej formy, jaką jest N-de- 
metylotamoksyfen, a tylko około 10% ulega metabolizmowi 
z udziałem  CYP2D6 do aktywnego przeciwnowotworowo 
produktu, 4-hydroksytamoksyfenu (Ryc. 8). Izoenzym CY- 
P2D6 przekształca także nieaktywną pochodną N-deme- 
tylotamoksyfenu do 4-hydroksy-N-demetylotamoksyfenu
0 działaniu antyestrogennym, również terapeutycznym  w 
stosunku do komórek now otw oru piersi. Inny szlak m eta­
bolizmu tego leku katalizuje CYP3A4/5, prow adząc do po­
wstania a-hydroksytam oksyfenu, który jest odpow iedzial­
ny za kancerogenne działanie uboczne.

CYP2C91 CYP2C19

Podrodzina 2C to grupa izoenzym ów cytochromu P450 
w yizolowanych z komórek wątroby, jako katalizatory reak­
cji hydroksylacji tolbutam idu, heksobarbitalu i (S)-mefeny- 
toiny. Izoenzymy CYP2C odpowiedzialne są za metabolizm 
około 15% stosowanych leków. Geny kodujące te białka 
zlokalizowane są na chromosomie 10 (Iocus:10q23-q24) [27], 
Określenie specyficzności izoenzymów CYP2C8, 2C9, 2C18
1 2C19 wobec w ymienionych substratów jest bardzo trudne. 
Najniższą aktywność w tych reakcjach wykazuje CYP2C18, 
a jego udział w puli białek m ikrosomalnych wątroby jest 
najmniejszy. Również CYP2C8 wykazuje stosunkowo niską 
aktywność w łaściwą w odniesieniu do ksenobiotyków. Jed­
nak enzym ten wyróżnia się wysoką ekspresją kodującego

Rycina 8. Udział CYP2D6 w metabolizmie leku przeciwnowotworowego ta­
moksyfenu, na podstawie [27]. 90% tamoksyfenu jest metabolizowane przez 
CYP3A4/5 do nieaktywnej formy, N-demetylotamoksyfenu, 10% ulega meta­
bolizmowi z udziałem CYP2D6 do aktywnego produktu, 4-hydroksytamoksy- 
fenu. Izoenzym CYP2D6 przekształca także nieaktywną pochodną N-demety- 
lotamoksyfenu do produktu 4-hydroksy-N-demetylotamoksyfenu o działaniu 
antyestrogennym, również terapeutycznym w stosunku do komórek nowotworu 
piersi. Inny szlak metabolizmu tego leku katalizuje CYP3A4/5, prowadząc do 
powstania a-hydroksytamoksyfenu, który jest odpowiedzialny za kancerogenne 
działanie uboczne.
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go genu w komórkach nerek. W ażnym substratem CYP2C8 
jest lek przeciwnowotworowy, paklitaksel.

Największy udział w metabolizmie leków spośród pod- 
rodziny 2C ma CYP2C9. Jest izoenzym em  zlokalizowanym 
głównie w komórkach wątroby. Podobnie jak w przypad ­
ku innych enzym ów CYP2C, nie wykryto jego obecności w 
wątrobie u dzieci przed urodzeniem . Natomiast u nowo­
rodków  następuje intensywny wzrost poziomu izoenzy- 
mu, po czym nie zmienia się on z wiekiem [15]. Jednym z 
pierwszych rozpoznanych substratów  CYP2C9, będącym 
markerem jego aktywności, jest fenytoina (Ryc. 9). CYP2C9 
bierze także udział w  metabolizmie niesterydowych leków 
przeciwzapalnych (ibuprofenu, naproksenu, diklofenaku), 
działającej przeciwzakrzepowo warfaryny i stosowanego w 
leczeniu cukrzycy tolbutamidu.

Większość substratów CYP2C9 zawiera pierścień aro­
matyczny. Wykazują one najczęściej charakter kwasowy, 
co powoduje, że przyjmują w  pH fizjologicznym formę 
zdysocjowaną. Cząsteczki tych leków mają też właściwo­
ści amfipatyczne: zawierają region lipofilowy podlegający 
hydroksylacji i obszar hydrofilowy zlokalizowany wokół 
ugrupow ania anionowego. Utlenianie substratu następuje 
w  pierścieniu arom atycznym  lub też w  krótkim łańcuchu 
alkilowym [33]. Badania m echanizm u działania katalitycz­
nego CYP2C9 wskazują, że w miejscu aktywnym  część lipo- 
filowa cząsteczki, najczęściej pierścień aromatyczny, tworzy 
wiązania typu n — n z am inokwasam i aromatycznymi, a 
część anionow a oddziałuje poprzez wiązania wodorow e z 
am inokwasam i polarnymi jak arginina czy glutamina. I tak, 
niepolarne pierścienie aromatyczne diklofenaku oddziału­
ją z resztami P h e ll4  i Phe473, ustawiając cząsteczkę w ten 
sposób, ażeby poprzez grupę karboksylową utworzyć w ią­
zanie w odorow e z resztą Gln214 [38].

Drugi w ażny izoenzym z rodziny 2C, CYP2C19 stano­
wi tylko mniej niż 5% całkowitej puli izoenzymów CYP w 
komórkach wątroby. Reakcja będąca markerem jego ak­
tywności to 4'-hydroksylacja (S)-mefenytoiny. Substrata- 
mi CYP2C19 są leki antydepresyjne diazepam, proguanil 
i im ipram ina oraz podobnie jak dla CYP2C9, warfaryna i 
tolbutam id [37], Istnieją pośrednie przesłanki, że także 
omeprazol i talidom id ulegają w organizmie hydoksylacji z 
udziałem  CYP2C19 [15]. Analiza struktur chemicznych tych 
leków, nie pozw ala na określenie specyficznych właściwo­
ści dla substratów  izoenzymu. Praw dopodobnie oddziałuje 
on ze związkam i będącymi potencjalnymi donorami atomu 
w odoru w wiązaniach wodorowych. Wydaje się, że dotyczy 
to zarówno związków słabo zasadowych jakim jest diaze­
pam  (pKa = 3,4) jak i silnie zasadowych typu imipraminy 
(pKa = 9,5), ale też typu kwasowego, jak warfaryna (pKa = 
5) [7], S truktura centrum aktywnego CYP2C19 w obecności 
om eprazolu wskazuje, że zaw arty w  cząsteczce fragment 
benzim idazolu oddziałuje w  specyficzny sposób z resztą 
His99, ale też tw orzy wiązanie wodorow e z resztą Gln214. 
N atom iast drugi arom atyczny element struktury cząsteczki 
znajduje się w  sąsiedztwie hydrofobowych reszt Leu363 i 
Phe473 [38],

Podobieństwo izoenzym ów CYP2C9 i 2C19 jest na tyle 
duże, że m ożliwe było przeprow adzenie ukierunkowanej

tolbutamid

Rycina 9. Porównanie struktur chemicznych wybranych leków — substratów 
CYP2C9, strzałką zaznaczono miejsca w strukturze, w których zachodzi reakcja 
metaboliczna.

m utagenezy, w wyniku której wym iana 6 reszt aminokwa- 
sowych w CYP2C9 doprow adziła do białka o specyficz­
ności substratowej identycznej jak CYP2C19. I odwrotnie, 
CYP2C19 mógł być przekształcony w enzym katalizujący 
hydroksylację fenytoiny, CYP2C9, po zamianie tylko trzech 
reszt am inokwasowych I99H, S200P i P221T [15]. Badania 
struktur krystalicznych takich białek wskazują, że w ym ie­
nione aminokwasy nie oddziałują bezpośrednio z sub­
stratem, ale praw dopodobnie biorą udział w  upakow aniu 
struktury białka wokół miejsca aktywnego oraz w kanale 
doprowadzającym substrat do miejsca aktywnego.

Izoenzymy rodziny CYP2C, poza wspomnianą powyżej 
6a-hydroksylacją paklitakselu z udziałem izoenzymu 2C8, 
nie pełnią kluczowej roli w metabolizmie leków przeciwno- 
wotworowych. Jednak często kontynuują przemiany katalizo­
wane przez CYP3A4 i 2D6. Na przykład, cyklofosfamid i jego 
analogi oraz tamoksyfen (Ryc. 8) są w  dalszych etapach meta­
bolizmu substratami zarówno CYP2C9, jak i CYP2C19 [27,39],

CYP2E1

CYP2E1 odpow iada za transformację około 15% stoso­
wanych leków, jednak jego główna rola polega na udziale 
w  metabolizmie etanolu. Najwyższą aktywność tego cyto- 
chrom u P450 obserwuje się w  komórkach wątroby człowie­
ka pod koniec pierwszego roku życia. Jednak występuje on 
też w  płucach, jelicie cienkim, mózgu i trzustce. Kodowa­
ny jest przez gen zlokalizowany w chromosomie 10 (locu- 
s:10q24,3). W komórkach wątroby CYP2E1 związany jest z 
siateczką sródplazmatyczną. Znaleziono też nietypową, jak 
dla Eukariota, lokalizację tego cytochromu w  błonie mito- 
chondrialnej komórek now otworowych wątroby [15]. Ak­
tywność CYP2E1 determinują różnice międzyosobnicze w 
danej populacji. Ale istotnie różny udział poszczególnych 
form polimorficznych CYP2E1 stw ierdza się także pom ię­
dzy zróżnicowanymi etnicznie populacjami ludzkimi. I tak, 
w azjatyckiej grupie etnicznej, w  porównaniu z kaukaską, 
w ykazano wyższy udział izoform CYP2E1 o obniżonej ak­
tywności właściwej.
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Najważniejszym czynnikiem wpływającym na wzrost 
ekspresji CYP2E1 jest intoksykacja organizm u etanolem. 
Z drugiej strony, CYP2E1 ma zdolność utleniania tego al­
koholu, zwłaszcza w przypadku jego wysokich stężeń w 
organizmie. Wyniki badań na zwierzętach budzą jednak 
kontrowersje, gdyż np. myszy pozbawione genu CYP2E1 
wykazywały takie same stężenie etanolu we krwi jak zwie­
rzęta o normatywnej ekspresji tego izoenzymu. Utlenianie 
etanolu z udziałem  CYP2E1 do aldehydu i octanu induku ­
je powstawanie reaktywnych metabolitów acetaldehydu i 
rodników hydroksyetylowych. Obecność takich produktów  
w komórce powoduje aktywację ksenobiotyków, które znaj­
dują się w  otoczeniu. Wykazano, że w  w arunkach nadm ier­
nego spożycia etanolu CYP2E1 metabolizuje ze zwiększoną 
efektywnością takie związki, jak czterochlorek węgla, ace- 
taminofen, N-nitrozodimetyloaminę, benzen oraz styren, 
chlorek w inylu i akrylonitryl, dostarczając komórce reak­
tywnych, toksycznych, w tym kancerogennych, produktów. 
Metabolizuje też leki znieczulające z grupy chlorowanych 
pochodnych jak chlorzoksazon, do jego 6-hydroksylowej 
pochodnej, oraz halotan lub isofluran. W ykazano też, że 
gdy w zrasta udział CYP2E1 w puli białek retikularnych w ą­
troby w zrasta też stężenie wolnych rodników  tlenowych. 
Tak więc, kolejnym efektem działania enzym u jest podw yż­
szona peroksydacja lipidów [40,41].

Substratem CYP2E1 jest 4-nitrofenol metabolizowany do
4-nitrokatecholu. Charakterystyczną cechą reakcji z udzia ­
łem tego izoenzymu u wszystkich organizmów jest koniecz­
na dla katalizy obecność cytochromu b5. W centrum  ak­
tywnym, w obecności 4-nitrofenolu grupa nitrowa tworzy 
wiązanie w odorow e z resztą Asn202, natom iast pierścień 
aromatyczny układa się w  sąsiedztwie lipofilowych reszt 
aminokwasowych Phe205, Phe293 i Ala294 umożliwiając 
oddziaływania hydrofobowe i typu n — n. Przeciwstawny 
element cząsteczki tworzy przy udziale grupy hydroksylo­
wej słabe wiązanie wodorow e z resztą Thr298 [38].

CYP1A1/A2

Cechą rodziny CYP1A jest rola w  metabolicznej aktywa­
cji związków kancerogennych, pomimo że pełnią też istotną 
rolę w metabolizmie leków. (Ryc. 5). Białka CYP1A1 i 1A2 
człowieka wykazują zgodną w 70% sekwencję am inokwa­
sów. Jednak różnią się między sobą poziomem ekspresji 
ich genów i dystrybucją tkankową. Gen CYP1A2 wykazuje 
wyższą ekspresję niż CYP1A1 szczególnie w hepatocytach 
osób dorosłych, gdzie nie wykazano ekspresji CYP1A1. Ak­
tywność enzymatyczną CYP1A1 stwierdzono w wątrobie 
człowieka jedynie przed narodzeniem. Istotną aktywność 
CYP1A1 stw ierdza się natom iast u dorosłych w komórkach 
miąższu płuc, gdzie nie stw ierdzono z kolei CYP1A2 [42], 
Obydwa izoenzymy CYP1A stanowią około 10 do 15% cał­
kowitej puli izoenzymów cytochromu P450 w organizmie 
człowieka.

Głównymi substratami obu izoenzymów są związki o 
potencjalnym działaniu kancerogennym, policykliczne w ę­
glowodory aromatyczne, w  tym benzo[a]piren, dla CYP1A1 
i aminy heterocykliczne, nitrozoaminy i mykotosyny, z jej 
najlepiej poznanym  przedstawicielem aflatoksyną, dla CY-

P1A2. Jak wspom niano, nie da się pominąć udziału izoform 
CYP1 A l/A 2  w metabolizmie leków. Często uczestniczą one 
jako izoenzym uzupełniający w metabolizmie, gdzie kluczo­
wą rolę odgrywają CYP3A4 i podrodzina CYP2C, ale niektó­
re leki ulegają przemianie głównie pod w pływ em  CYP1A2. 
Do ostatniej grupy należą takryna, pochodna akrydyny ule­
gająca hydroksylacji w  pozycji 1, 2 i 4, jak również tyzani- 
dyna i zolmitrypan. Ostatni ulega przemianie do pochodnej 
N-desmetylo- i N-tlenku. Metabolizm z udziałem  CYP1A2 
towarzyszy przem ianom  katalizowanym przez inne izo­
enzym y w przypadku kofeiny i większości wymienionych 
wcześniej leków: klozapiny, propranololu, fenacetyny, 
im ipraminy, naproksenu i teofiliny [43], Przy czym, N 3-de- 
metylacja kofeiny stanowi około 80% całkowitego m etabo­
lizmu tego związku u człowieka. W spólną cechą struktur 
substratów  CYP1A1 i 1A2 jest płaski układ policykliczny, 
przy czym substraty CYP1A2 częściej zawierają pierścienie 
heterocykliczne. Substraty będące lekami mogą zawierać 
też heteroatom  tlenu. Atom tlenu występuje również w tych 
cząsteczkach w  strukturze grupy karbonylowej.

REAKCJE KATALIZOWANE PRZEZ 
IZOENZYMY CYTOCHROMÓW P450

Opisana różnorodność związków chemicznych, które 
mogą być substratami cytochromów P450 idzie w  parze z 
różnorodnością reakcji chemicznych katalizowanych przez 
te enzymy. W tabeli 2 reakcje te zostały sklasyfikowane ze 
w zględu na ich charakter chemiczny, z podaniem  w ybra­
nych substratów  i produktów  oraz izoenzymów biorących 
udział.

REAKCJE UTLENIANIA

Reakcja hydroksylacji atomu węgla, polega na rozerw a­
niu wiązania węgiel-wodór i przyłączeniu atom u tlenu. 
Elektrofilowy element struktury Fe(III)=0 w hemie jest w y­
starczająco reaktywny, żeby przyłączyć atom tlenu do nie- 
spolaryzowanego wiązania C -H  [44,45]. Reakcje hydroksy­
lacji to najczęściej występujący typ przem ian katalizowa­
nych przez cytochromy P450, zarówno wśród związków 
endo- jak i egzogennych [46].

Efekt reakcji oksydacyjnej dealkilacji obserwujemy 
wówczas, gdy reakcja hydroksylacji zachodzi w  pozycji a  
do heteroatom ów np. atom u tlenu w eterach, azotu w  am i­
nach i am idach czy siarki w tioeterach. Następuje po tym 
hydrolityczny rozpad wiązania prow adzący odpow iednio 
do O-, N- i S — dealkilacji przedstaw ionych poniżej:

RO-CH2R' + NADPH + 0 2 = ROH + R'CHO 
(reakcja O — dealkilacji)

RR'N-CH2R" + NADPH + 0 2 = RR'N-H + R"CHO 
(reakcja N — dealkilacji)

Tego typu reakcje zachodzą w trakcie bioaktywacji i de­
toksykacji ksenobiotyków. Przykładem  reakcji N-dealkilacji 
jest metabolizm im ipram iny [47],

Niektóre izoenzymy cytochromu P450 są rów nież zdolne 
do katalizowania reakcji monooksygenacji heteroatomów.
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Tabela 2. Typy reakcji chemicznych katalizowanych przez izoenzymy cytochromu P450 oraz wybrane substraty i produkty.

...........  .... —

Typ reakcji Substrat Produkty Katalizuje CYP
Piśmien­
nictwo

Hydroksylacja testosteron lß-O H , 2 a /ß -O H , 6ß-OH, 15ß-OH, 16ß-OH 2C9, 2C19, 3 A4 18,46
cholekalcyferol (wit. D3) 25-OH, la -O H , la,25-di-O H , 24,25-di-OH 27A1, 27B1, 24A1 24
kw as retinow y, (wit.A) 4-OH, 18-OH 26A1, 26B1 18
paracetam ol 3-OH 2E1,1A2, 3A4 37
im ipram ina 2-OH 2D6 47
kw as 2-propylowalerianowy, 4-OH-VPA 2C9,2B6,2A6 44,55,56
(VPA) (walproinowy) 5-OH-VPA 2C9,2B6,2A6 44,55,56

Dealkilacja im ipram ina N -dem etyloim ipram ina, (desipram ina 1A2, 3A4 47,56
kofeina N3-dem etylo-kofeina (paraksantyna) 

N l-dem etylo-kofeina (teobromina) 
N7-dem etylo-kofeina (teofilina)

1A2
2E1
2E1

48.56
48.56
48.56

naproksen O -dem etylo-naproksen 2C9 49

M onooksygenacja
heteroatom ów

2-amino-3,8-dimetyloimidazo(4,5-f)chinołina,
(MeIQx)

2-NHOH-MeIQx 1A1,1A2 50

2-amino-l-methyl-6-fenylo-
imidazo(4,5-f)pirydyna,
(PhIP)

2-NHOH-PhIP 1A1.1A2 50

prom azyna, chloroprom azyna (S)=0-prom azyna 
(S)=0-chloroprom azyna

2D6
2D6

51
51

Epoksydacja benzen 1,2-epoksybenzen 1A1 52
benzo[a]piren 7,8-dihydroksydiol-,9,10-epoksy-

benzo[a]piren
1A1, 3A4 42,52

aflatoksyna 2,3-epoksy aflatoksyna 1A2, 3A4 42,50
chlorek w inylu 2-chloacetaldehyd 2E1 56

Peroksydacja fenol eter benzylofenylowy, dihydroksybifenyl P450 44

Utlenianie aldehyd, RCH.CR.R^CHO alken, R,CH=CR2R + HCOOH P450 44
aldehydów
(deformylacja)

N -m etyloform am id izocyjanian m etylu 2E1 5,44
Dehydrogenacja
zw iązków

kwas 2-propylowalerianowy, 
(VPA) (walproinowy)

4-diene VPA 2C9 44,53,54

alifatycznych

Udział w  redukcji cc i4 CC13’ — COCl 2 (fosgen) 2E1 44
ArNO,
N-tlenek tam oksyfenu

ArNO, A rN H O H , A rN H 2 
tam oksyfen

P450 29
27

Izomeryzacja prostaglandyna H 2, (PGH,) prostaeyklina, PGI., 8A1 (syntaza 
prostacy klinowa)

44

prostaglandyna H 2, (PG HJ trom boksan, TXA2 5A1 (syntaza 
tromboksanowa)

44

tam oksyfen (cis)4-OH-tamoksyfen 2D6 27
tam oksyfen (tans)4-OH-tamoksyfen 2D6 27

Dim ery zaeja S-tlenek tiklopidyny dim er S-tlenku tiklopidyny 2C19 1,3
S-tlenek 2-fenylotiofenu dim er S-tlenku 2-fenylotiofenu 2C19 1,3
flawolina dim er flawoliny 158A2 1

Cyklizacja ester p irydyny lakton estru p irydyny P450 1
biosynteza morfina, kodeina P450 44
biosynteza w ankom ycyna 165B2,165C1 1
9-am ino-l-nitroakrydyna
(nitracrineR)

l,9-diazano-l,10-dihydroakrydyna 2C19, 3A4 59,60

W przypadku atom u azotu jest to przede wszystkim reakcja 
hydroksylacji wiązania N -H  w I- i II-rzędowych aminach 
oraz amidach. Początkowo powstają N-hydroksyloaminy, 
a następnie, w  przypadku amin I-rzędowych, N-hydroksy­
loaminy, które metabolizowane są dalej do nitrozopochod- 
nych. Oba produkty są bardzo reaktywne i często m etabo­
lizm ten stanowi proces aktywacji związków kancerogen­
nych [50] oraz leków [18]. W tabeli 2 podano jako przykład 
metabolizm heterocyklicznych amin aromatycznych, MeIQ 
i PhIP, powstających podczas smażenia mięsa i ryb. N ato­
miast Ill-rzędowe aminy metabolizowane są do N-tlenków, 
ale nie jest to reakcja typow a dla izoenzymów P450, częściej
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niż cytochromy reakcję tą katalizują monooksygenazy fla- 
winowe, [45]. Enzymy P450 biorą też udział w  utlenianiu 
tioeterów, w wyniku czego powstają sulfotlenki [51].

W reakcjach epoksydacji katalizow anych głównie 
przez CYP1A2 pow stają epoksydy, których reaktyw ność 
odpow iedzia lna  jest za w łaściwości toksyczne m etaboli­
tów. W ykazano, że m etabolity  te w iążą się kowalencyjnie 
z m akrocząsteczkam i obecnym i w  kom órce tj. DNA, RNA 
lub białkam i. Reakcje epoksydów  z DNA są bezpośrednią  
przyczyną kancerogennych właściwości w ielu zw iązków  
[42,52]; niektóre z nich w ym ieniono w tabeli 2. Szlak two-
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COOH

Rycina 10. Metabolizm kwasów walproinowych zachodzący z udziałem CYP2C9, 
CYP2B6 i CYP2A6. Obecność formy rodnikowej produktu pośredniego powodu­
je, że produkty hydroksylacji i dehydrogenacji powstają jednocześnie (na pod­
stawie [55,56]).

rżenia epoksydów  benzo[a]pirenu został bardzo  dobrze 
zbadany, łącznie ze stereochem icznym i aspektam i tej re ­
akcji [52]. U grupow anie  epoksydow e w pozycjach 9,10 
jest odpow iedzialne za kowalencyjne w iązanie m etabo ­
litu benzo[a]pirenu do DNA i reakcja ta uw ażana jest za 
głów ny m echanizm  odpow iedzialny  za działanie rako ­
twórcze benzo[a]pirenu. N atom iast badania  reakcji b io ­
syntezy polifenoli ujawniły, że izoenzym y CYP m ogą też 
niekiedy w ykazyw ać aktyw ność zbliżoną do peroksydaz
[44], K atalizow ane są wów czas reakcje utleniania fenoli 
z u tw orzeniem  m iędzycząsteczkow ych w iązań  C -C  lub 
C-O. O ksydacyjna dim eryzacja fenoli w  p rzypadku  ty ­
pow ych peroksydaz zachodzi poza hem ow ym  centrum  
aktyw nym , podczas gdy w przypadku  izoenzym ów  CYP 
w centrum  aktyw nym . Mimo, że w  opisanych reakcjach 
izoenzym y cytochrom u P450 zachow ują się jak enzym y 
podobne do peroksydaz, to zużyw ają do utlenienia sub- 
stratu  cząsteczkę O, i NAD(P)H, a nie H.,CE jak peroksy- 
dazy [53],

Kilka izoenzym ów cytochrom u P450 zaangażow anych 
jest w reakcje oksydacyjnej deformylacji z u tw orzeniem  
podwójnego wiązania przyległego do atom u węgla zw ią­
zanego z grupą CHO. Reakcja ta zachodzi na przykład w 
jednym  z etapów  biosyntezy cholesterolu i estronu [54]. 
Podobnie jak w  reakcjach deformylacji, cytochrom y P450 
katalizują pow staw anie podw ójnych w iązań w reakcji de­
hydrogenacji zw iązków  alifatycznych. Reakcja dotyczy 
także grupy  leków zw anych walproinam i, które stosow a­
ne są w leczeniu padaczki. W w yniku m etabolizm u kw asu 
w alproinow ego (VPA) powstają nie tylko p rodukty  hy ­
droksylacji, ale także metabolit zawierający wiązanie p o ­
dwójne (Ryc. 10). W ykazano, że oba typy reakcji zachodzą 
jednocześnie [55,56].

ROLA CYP W PROCESACH REDUKCJI

Sugerow any przez niektórych autorów  udział izoenzy­
mów CYP w reakcjach redukcji jest zwykle kw estionowany. 
Praw dą jest bowiem, iż obecna w kom pleksach m onook- 
sygenaz retikularnych reduktaza NADPH:cyt.P450 (CPR) 
może, w w arunkach niskiej prężności tlenu w komórce,

Rycina 11. Udział cytochromów P450 w metabolizmie utleniającym tiklopidyny, 
prowadzącym do dimeryzacji (na podstawie [1,3]). Ten sam typ reakcji zacho­
dzi w maku lekarskim, w kluczowym etapie biosyntezy alkaloidów (kodeiny i 
morfiny) oraz u promieniowców Słreptomyces ońentalis podczas syntezy wanko- 
mycyny.

jakie spotykam y np. w tkance now otw orow ej, przenosić 
rów now ażniki redukcyjne z N A D PH  na niektóre substra- 
ty. Wydaje się jednak, że w  reakcji tej nie uczestniczą, w 
pełnym  tego słowa znaczeniu, izoenzym y CYP związane 
z w ym ienioną reduktazą. Rola CYP ogranicza się tu p raw ­
dopodobnie do stabilizacji poddaw anego  redukcji substra- 
tu, który może oddziaływ ać z Fe(II) uk ładu  hem owego 
w struk turze CYP. Ta nietrw ała w  w arunkach  normalnej 
podaży tlenu forma CYP jest przejściowo stabilizowana w 
w arunkach niedoboru O.,. Elektron, który uprzednio  red u ­
kował Fe(III) układu hem ow ego m oże być niejako biernie 
przejęty przez podatny  na redukcję substrat. M echanizm 
ten nie m a charakteru dynam icznej aktywności katalitycz­
nej, niemniej wyniki badań  m etabolizm u redukcyjnego 
np. m itom ycyny wskazują, że szybkość tej transformacji z 
udziałem  CPR, bez obecności cytochrom u P450 jest niższa 
niż wobec kom pletnego system u m onookygenazy, CPR i 
cytochrom u P450 [57],

Cytochromy P450 biorą udział w  opisany powyżej spo­
sób w reakcjach redukcji pochodnych polihalogenowych, 
aromatycznych i alifatycznych związków nitrowych, zw iąz­
ków azowych oraz trzeciorzędowych amin i N-tlenków. 
Specyficznym przykładem  reakcji redukcji katalizowanych 
przez CPR przy niejako biernym współudziale izoenzymów 
CYP jest redukcja aromatycznych związków nitrowych. 
[29,58]. Wszystkie produkty  pośrednie powstające p o d ­
czas tej reakcji są reaktywne i mogą podobnie jak epoksydy 
oddziaływać z DNA, RNA lub białkami, indukując efekty 
toksyczne, w tym kancerogenne. Szczególną rolę odgryw a 
anionorodnik nitrowy, R N 0 2 ' rodnik nitroksydowy, RNO' 
i kationorodnik aminowy, RNH2+\
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INNE TYPY REAKCJI

W Tabeli 2 wymieniono kilka innych, poza opisanymi 
powyżej, typów reakcji metabolicznych katalizowanych 
przez cytochromy P450. W w arunkach fizjologicznych 
izoenzymy CYP8A1 i 5A l katalizują izomeryzację prosta- 
glandyny H2 do prostacykliny i tromboksanu [18]. Proces 
ten ma także charakter oksydacyjny, gdyż dochodzi tu do 
transoksydacji wewnatrzcząsteczkowej z udziałem atomu 
tlenu obecnego w strukturze substratu. Podobny charakter 
ma izomeryzacja zachodząca po hydroksylacji tamoksyfenu
[27], N a uwagę zasługuje także oksydacyjna w  swym cha­
rakterze dimeryzacja, będąca skutkiem peroksydacji fenoli. 
Inny mechanizm dimeryzacji pokazano na Ryc. 11. CYP2D6 
i 2C9 katalizują metabolizm tiklopidyny, leku hamującego 
agregację płytek krwi, do jej S-tlenku. Następnie CYP2C19 
uczestniczy w reakcji dimeryzacji cząsteczki [1,3]. Ten sam 
typ reakcji zachodzi w  maku lekarskim, w kluczowym eta­
pie biosyntezy alkaloidów (kodeiny i morfiny) oraz u pro­
mieniowców Streptomyces orientalis podczas syntezy anty­
biotyku, wankomycyny. Natomiast metabolizm flawoliny 
do jej dim eru katalizowany jest przez izoenzym CYP158A2 
występujący u Streptomyces coelicolor [1],

Podobnie jak w  przypadku dimeryzacji, reakcje cykliza- 
cji katalizowane przez cytochromy P450 mają również me­
chanizm oksydacyjny . Po uprzedniej monooksygenacji, w 
drugim  etapie dochodzi do oddziaływania zaktywowanego 
w ten sposób podstawnika z innym  reaktywnym  elemen­
tem struktury. Tak powstaje np. pierścień laktonu gdy w 
pozycji orto znajdą się grupa metylowa, zaktywowana przez 
CYP do hydroksymetylenowej, tworząca z grupą karboksy­
lową w ew nętrzne wiązanie estrowe [1]. Powstawanie pro­
duktu cyklizacji wykazaliśmy też w naszym laboratorium 
badając metaboliczne przemiany przeciwnowotworowych 
pochodnych 9-amino-l-nitroakrydyny. Wobec mieszaniny 
enzym ów retikularnych oraz wobec rekombinantowych 
izoenzymów CYP2C19 i CYP3A4 człowieka syntetyzowa­
nych razem  z reduktazą, jak i w obecności rekombinanto- 
wej reduktazy P450, powstawały produkty z dodatkow ym  
pierścieniem dihydropirazolowym  i dihydropirym idyno- 
w ym  (Ryc. 12) [59,60], Przy czym nie obserwowano takich 
metabolitów w  warunkach anaerobowych.

PODSUMOWANIE

Cytochromy P450 to enzymy rozpowszechnione w  świe­
cie ożywionym. Zdolność atomu żelaza, znajdującego się w 
centrum  katalitycznym izoenzymów cytochromu P450, do 
przyjmowania różnych stanów utlenienia oraz bogactwo 
struktur białkowych CYP to podstawy molekularne, które 
decydują o różnorodności właściwości katalitycznych tej 
grupy enzymów. Jednocześnie zróżnicowanie właściwo­
ści fizykochemicznych poszczególnych izoenzymów nie 
jest duże i określenie ich specyficzności możliwe było do­
piero po zastosowaniu białek rekombinantowych. Można 
uogólnić, że wspólną cechą wszystkich cytochromów jest 
powinowactwo do niskocząsteczkowych substratów o w ła­
ściwościach, chociaż po części, lipofilowych. Dlatego, będąc 
naturalnym  katalizatorem biosyntezy i metabolizmu endo­
gennych związków o charakterze lipidowym, przejęły na 
drodze ewolucji funkcje biotransformacji wielu substancji

Rycina 12. Produkty metabolicznej cyklizacji leku przeciwnowotworowego, Ni- 
tracrineR, powstające w wyniku reakcji katalizowanej przez enzymy retikularne 
oraz kancerogenne izoenzymy CYP2C19, CYP3A4 i CPR (na podstawie [59,60]).

obcych zawierających ugrupow ania lipofilowe. Substancje 
takie nie są zwykle metabolizowane przez inne enzymy, 
które w większości posiadają hydrofilowe centra aktywne. 
Tak więc, metabolizm ksenobiotyków przez cytochromy 
P450 można uznać za element zdolności obronnych organi­
zmów żywych. W sytuacji, gdy trudno uniknąć toksyczne­
go działania związków chemicznych podjęta zostaje próba 
zmiany ich właściwości w  kierunku pochodnych bardziej 
polarnych, które będą z organizm u eliminowane i nie będą 
tam magazynowane. Wobec takiej funkcji rozwiązaniem  
najbardziej optym alnym  wydaje się wielka różnorodność 
enzymów CYP, gdyż wówczas organizm jest najlepiej 
„przygotowany" na odpow iedź metaboliczną konieczną 
w obecności nowej substancji toksycznej. W iadomo też, że 
obecność substancji obcej może dodatkow o indukow ać syn­
tezę cytochromów P450, poszerzając możliwości metaboli­
zmu. Można więc podsumować: „...w tej różnorodności jest 
metoda..." .

PIŚMIENNICTWO
1. Isin EM, Guengerich FP (2007) Complex reactions catalyzed by cyto­

chrome P450 enzymes. Biochim Biophys Acta 1770: 314-329

2. Wong L-L (1998) Cytochrome P450 monooxygenases. Curr Opin 
Chem Biol 2: 263-268

3. Lamb DC, W aterman MR, Kelly SL, Guengerich FP (2007) Cytochro­
mes P450 and drug discovery. Curr Opin Biotechnol 18: 504-512

4. Lewis DF (2000) On the recognition of m am m alian microsomal cyto­
chrome P450 substrates and their characteristics. Biochem Pharmacol 
60: 293-306

5. Bernhard R (2007) Cytochromes P450 as versatile biocatalysts. J Bio­
technol 124:128-145

Postępy Biochemii 55 (3) 2009 269
http://rcin.org.pl



6. h ttp :/ /dm elson.utm em .edu/Cytochrom eP450.htm l

7. Smith DA, Acland MJ, Jones BC (1997) Properties of cytochrome P-450 
and their substrates. Part 1: Active site characteristics. D rug Discovery 
Today 10: 406-414

8. Gerber NC, Sligar SG (1992) Catalytic mechanism of cytochrome P450: 
evidence for distal charge relay. J Am Chem Soc 114: 8742-8743

9. Murataliev MB, Feyereisen R, W laker FA (2004) Electron transfer by 
diflavin reductases. Biochim Biophys Acta 1698:1-26

10. ReedJR, HolenbergPF (2003) Egzamining the mechanism of stimulation 
of cytochrome P450 by cytochrome b5: the effect of cytochrome b5 on 
the interaction between cytochrome P450 2B4 and P450 reductase. J 
Inorg Biochem 97: 265-275

11. Zhang H, H am dane D, Sang-Choul I, Waskell L (2008) Cytochrome b5 
inhibits electron transfer from NADPH-Cytochrome P450 Reductase 
to ferric cytochrome P450 2B4. J Biol Chem 283: 5217-5225

12. Distlerath LM, Reily PEB, M artin MV, Davis GG, Wilkinson GR, Gu- 
engerich FP (1985) Purification and characterization of the hum an li­
ver cytochromes P-450 involved in debrisoquine 4-hydroxylation and 
phenacetin O-deethylation, two prototypes for genetic polym orphism  
in oxidative drug metabolism. J Biol Chem 260: 9057-9067

13. Guengerich FP, Martin MV, Beaune PH, Kremers P, Wolff T, W axman 
DJ (1986) Characterisation of rat and hum an liver microsomal cyot- 
chrome P-450 forms involved in nifedipine oxidation, a prototype for 
genetic polymorphism  in oxidative drug metabolism. J Biol Chem 261: 
5051-5060

14. Shim ada T, Yun CH, Yamazaki H, Gautier JC, Beaune PH, Guengerich 
FP (1992) Characterisation of hum an lung microsomal cytochrome 
P-450 1A1 and its role in the oxidation of chemical carcinogens. Mol 
Pharmacol 41: 856-854

15. Guengerich FP (2005) H um an cytochrome P450 enzymes. W: Ortiz 
de Montellano PR (red) Cytochrome P450: Structure m echanism and 
biochemistry, ed by, Kluwer Academic Publishers, New York, Boston, 
Dordrecht, London, Moscow, str. 377-530

16. Karlgren M, M iura S, Igelman-Sundberg M (2005) Novel extrahepatic 
cytochrome P450s. Toxicol Appl Pharmacol 207: 57-61

17. Ekins S, Ring BJ, Grace J (2000) Present and future in vitro approaches 
for d rug  metabolism. J Pharmacol Toxicol Methods 44: 313-324

18. Nebert D, Russel DW (2002) Clinical importance of cytochrome P450. 
Lancet 360:1155-1162

19. Russell DW (2000) Oxysterol biosyntetic enzymes. Biochim Biophys 
Acta 1529:126-135

20. Ohyam a Y, Meaney S, Heverin M, Ekstrom L, Brafman A, Shafir M, 
Andersson U, Olin M, Eggertsen G, Diczfalusy U, Feinstein E, Bjor- 
khem I (2006) Studies on the Transcriptional Regulation of Choleste- 
rol24-Hydroxylase (CYP46A1): M arked insensitivity tow ard different 
regulatory axes. J Biol Chem 281: 3810-3820

21. Johnson EF (2005) Structural diversity of hum an xenobiotic-metaboli- 
zing cytochrome P450 monoksygenases. Biochem Biophys Res Com- 
m un 338: 331-336

22. Sakaki T, Inouye K (2000) Practical Application of M ammalian Cyto­
chrome P450. J Biosci Bioeng 90: 583-590

23. Conlan R, Sherman E (2003) Unraveling the Enigma of Vitamin D, 
Beyond Discovery Series, The Path from  Research to H um an Benefit, a 
project of the National Academy of Sciences

24. Ray WJ, Bain G, Yao M, Gottlieb DI (1997) CYP26, a novel m ammalian 
Cytochrome P450, is induced by Retinoic Acid and defines a new fa­
mily. J Biol Chem 272:18702-18708

25. Osanai M, Petkovich M (2005) Expression of the Retinoic Acid-Meta­
bolizing Enzyme CYP26A1 Limits Program med Cell Death. Mol Phar­
macol 67:1808-1817

26. McFadyen MCE, Melvin WT, Murray, GI (2004) Cytochrome P450 en­
zyme: Novel options for cancer therapeutics. Mol Cancer Ther 3: 363- 
371

27. Mathijssen RHJ, Schaik RHN (2006) Genotyping and fenotyping cyto­
chrome P450: perspectives for cancer treatment. Eur J Cancer 42:141- 
148

28. Morag CE, McFayden MCE, Melvin, WT, M urray GI (2004) Cytochro­
me P450 enzyme: Novel options for cancer terapeutics. Mol Cancer 
Ther 3: 363-371

29. Rauth AM, Melo T, Misra V (1998) Bioreductive therapies: an over­
view of drugs and their mechanism of action. Int J Radiat Oncol Biol 
Phys 42: 755-762

30. Pum apatre K, Khattar S, Saini KS (2008) Cytochrome P450 in the de­
velopm ent of target based anticancer drugs. Cancer Lett 259:1-15

31. De W ildt SN, Kearns GL, Leeder JL, van der Anker JN (1999) Cyto­
chrome P450 3A. Clin Pharmacokinet 37:485-505

32. Omieciriski CJ, Remmel R, Hosagrahara VP (1999) Concise review of 
the cytochrome P450s and their role in toxicology. Toxicol Sci 48:151- 
156

33. Spatzenegger M, Jaeger W (1995) Clinical Importance of Hepatic Cyto­
chrome P450 in Drug Metabolism. D rug Metab Rev 27: 397-417

34. Blake MJ, Gaedigk A, Pearce RE, Bomgaars LR, Christensen ML, 
Stowe C, James LP, Wilson JT, Kearns GL, Leeder JS (2007) Ontogeny 
of Dextromethorphan O-N-demethylation in the first year of life. Clin 
Pharmacol Ther 81:510-516

35. Frank D, Jachde U, Fuhr U (2007) Evaluation of probe drugs and phar­
macokinetic metrics for CYP2D6 phenotyping. Eur J Clin Pharmacol 
63: 321-333

36. Rendic S (2002) Summary information on hum an CYP enzymes: H u ­
m an P450 metabolism. Drug Metab Rev 34: 83-448

37. Guengerich FP (2006) Cytochrome P450s and other enzymes in drug 
metabolism and toxicity. AAPSJ 8: E101-E111

38. Lewis DFV (2003) Essential requirem ents for substrate binding affinity 
and selectivity toward hum an CYP2 family enzymes. Arch Biochem 
Biophys 409: 32-44

39. Deeken JF, Figg WD, Bates SE, Sparreboom A (2007) Toward individu­
alized treatment: prediction of anticancer drug disposition and toxicity 
w ith pharmacogenetics. Anti-Cancer Drugs 18:111-126

40. Caro AA, Cederbaum  AI (2004) Oxidative stress, toxicology, and phar­
macology of CYP2E1. Annu Rev Pharmacol Toxicol 44: 27-42

41. Dey A, Dhawan A, Seth PK, Parm ar D (2005) Evidence for cytochrome 
P450 2E1 catalytic activity and expression in rat blood lymphocytes. 
Life Sciences 77:1082-1093

42. Guengerich FP (2000) Metabolism of chemical carcinogens. Carcino­
genesis 21: 345-351

43. Faber MS, Jetter A, Fuhr U (2005) Assessment of CYP1A2 activity in 
clinical practice: why, how, and when? Basic Clin Pharmacol Toxicol 
97:125-134

44. Guengerich FP (2000) Common and uncomm on cytochrome P450 re­
actions related to metabolism and chemical toxicity. Chem Res Toxicol 
14: 611-650

45. Guengerich FP, Vaz ADN, Raner GN, Pemecky SJ, Coon J (1997) Evi­
dence for a role of a perferryl-oxygen complex, FeCC- in the N-oxy- 
genation of amines by cytochrome P450 enzymes. Mol Pharmacol 51: 
147-151

46. Choi MH, Skipper PL, W ishnok JS, Tannenbaum  SR (2005) Character­
ization of testosterone 11, (3 hydroxylation catalyzed by hum an liver 
microsomal cytochromes P450. Drug Metab Dispos 33: 714-718

47. Richelson E (1997) Pharmacokinetic drug interactions of new antide­
pressants: a review of the effects on the metabolism of other drugs. 
Mayo Clin Proc 72: 835-847

48.Tassaneeyakul W, Birkett DJ, McManus ME, Tassaneeyakul W, Vero­
nese ME, Andersson T, Tukey RH, Miners JO (1994) Caffeine m etabo­
lism by hum an hepatic cytochromes P450: contributions of 1A2, 2E1 
and 3A isoforms. Biochem Pharmacol 47:1767-1776

49. Zhong DF (2003) Microbial transformation of naproxen by Cunning- 
hamella species. Acta Pharmacol Sin 24: 442-447

50. Mazerska Z (2006) Metabolizm of chemical carcinogens, W: Baer-Du- 
bowska W, Bartoszek A, Malejka-Giganti D (red.) Carcinogenic and 
anticarcinogenic food components. CRC Taylor & Francis Group, Bocz 
Raton, London, New York, str. 37-68

270 www.postepybiochem ii .pi

http://rcin.org.pl

http://dmelson.utmem.edu/CytochromeP450.html
http://www.postepybiochemii


51. Wójcikowski J, Pichard-Garcia L. M aurelP, Daniel WA (2003) Contri­
bution of hum an cytochrome P-450 isoforms to the metabolism of the 
simplest phenothiazine neuroleptic promazine. Br J Pharmacol 138: 
1465-1474

52. Alexandrov K, Rojas M, Rolando C (2006) DNA damage by 
Benzo(a)pyrene in hum an cells is increased by cigarette smoke and 
decreased by a filter containing rosemary extract, which lowers free 
radicals. Cancer Res 66:11938-11945

53. W ood PM (1992) A comparison of peroxidase and cytochrome P450. 
Biochem Soc Transact 20: 349-352

54. Roberts ES, Vaz ADN, Coon MJ (1991) Catalysis by cytochrome P450 
of an oxidative reaction in xenobiotic aldehyde metabolism: with ole­
fin formation. Proc Natl Acad Sci USA 88: 8963-8966

55. Rettie AE, Rettenmeier AW, How ald WN, Bailie TA (1987) Cytochro­
me P450 catalyzed formation 54 — VP A, a toxic metabolite of valproic 
acid. Science 235: 890-893

56. Brown CM, Reisfeld B, M ayeno AN (2008) Cytochromes P450: A struc­
ture — based sum m ary of biotransformations using representative 
substrates. Drug Metab Rev 40:1-100

57. Vs RM, Van de Straat, Groeneveld M, Vermeulen NPE (1990) One- 
electron reduction of mitomycin c by rat liver: Role of cytochrome 
P-450 and NADPH-cytochrome P-450 reductase. Xenobiotica 20: 967- 
978

58. Hewitt NJ (2007) Primary hepatocytes; current understanding of the 
regulation of metabolic enzymes transporter proteins and pharm aceu­
tical practice for the use of hepatocytes in metabolism, enzyme induc­
tion, transporter clearance, and hepatotoxicity studies. Drug Metab 
Rev 39:159-234

59. Gorlewska K, Mazerska Z, Sowiński, Konopa J (2001) Products of met­
abolic activation of the antitum or d rug Ledakrin (Nitracrine) in vitro. 
Chem Res Toxicol 14:1-10

60. Wiśniewska A, Koprowska J, Niemira M, Augustin E, Konopa J, Ma­
zerska Z (2008) Metabolism of antitum or 9-amino-l-nitroacridne de­
rivative, C-1748 (Capridine-beta), in HepG2 tum or cells, Abstracts of 
10th ISSX European Meeting, Vienna, Mayl8-21, Drug Metab Rev 40 
Suppl.l:186

Cytochrome P450 isoenzym es in metabolism of endo- and exogenic compounds 

Anita Wiśniewska, Zofia Mazerska

D epartm ent of Pharm aceutical Technology and Biochemistry, Chemical Faculty, G dańsk University of Technology, 11/12 N arutow icza St., 80-233 
G dańsk, Poland

e-mail: mazerska@ chem.pg.gda.pl 

Key words: cytochrome-P450, CYP isoenzymes, d rug  metabolism, m onooxygenation, xenobiotic m etabolism  

ABSTRACT
Cytochrome P450 enzymes (CYPs) belong to hemeproteins found in all living organisms. In eucaryotic cells they are responsible for bio­
synthesis and transformations of endogenic lipids as well as for the metabolism of xenobiotics, including therapeutic agents. C-Oxidation 
(hydroxylation, époxydation, peroxydation), N-oxidation and S-oxidation as w ell as oxidative O-, S-, and N-dealkylation of substrates are 
catalysed by CYPs. These monooxygenation reactions sometimes result in dimérisation, isomérisation or cyclisation of the substrate. Human 
cytochrome P450 isoenzym es are described by 57 genes and products of their expression are different in specificity. For instance CYP51A1 is 
crucial for sterol biosynthesis, whereas CYP7A1, 7B1 and 39A1 take part in synthesis of bile acids and CYP46A1 in metabolism of cholesterol. 
Therapeutic agents are metabolised mainly by CYP3A4, 2D6, 2C9 and 2C19. In addition, CYP2E1 takes part in metabolism of ethyl alcohol 
and CYP1A1/2 in activation of carcinogens. Metabolism of xenobiotics seems to be the defence mechanism against toxic effects of strange 
chemicals, whereas, it is also the way of drug activation and detoxication.
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nowy; FMN, m ononukleotyd flaw inoade- 
ninowy; NADPH, fosforan d inukleotydu 
nikotynam idoadeninow ego; TPZ, tirapa- 
zam ina

STRESZCZENIE

Reduktaza NADPH:cytochrom P450 (CPR) zlokalizowana w  siateczce śródplazmatycznej 
większości komórek eukariotycznych jest przedstawicielem rodziny reduktaz diflawi- 

nowych. Białko CPR składa się z trzech domen. Jedna z nich, na C-końcu, wiąże cząsteczkę 
FAD i NADPH, druga, na N-końcu, cząsteczkę FMN, trzecia jest domeną regulacyjną. Enzym 
ten posiada zdolność jednoczesnego przyjmowania dwóch równoważników jonu hydronio- 
w ego z NADPH i przenoszenia ich pojedynczo na hemową grupę prostetyczną izoform cy­
tochromu P450. Cykl katalityczny enzymu przebiega z udziałem kompleksu przejściowego 
(FMNH-FADH) poprzez znaczne zmiany konformacyjne indukowane związaniem NADPH  
w  centrum aktywnym enzymu. Wykazano, że u myszy reduktaza CPR jest konieczna dla 
aktywności izoform cytochromu P450, ale kompleks tych białek nie jest niezbędny dla ży­
cia zwierząt. Poza udziałem w  aktywności izoform cytochromu P450, CPR uczestniczy też 
w  transporcie elektronów na inne fizjologiczne akceptory, m.in. cytochrom b5, oksygenazę 
hemową oraz m onooksygenazę skwalenu i reduktazę 7-dehydrocholesterolu. Poza tym CPR 
pełni również funkcję samodzielnego katalizatora metabolizmu redukcyjnego proleków, w  
szczególności leków  przeciwnowotworowych.

Partner żelazo-siarkowy

Adx/Adr Pdx/Pdr

HAD(P)H MAD(p).

Partner diflawinowy

Reduktaza
błonowa MADP

Reduktaza
fuzyjna

Rycina 1. Systemy transportu elektronów współpracujące 
z cytochromami P450 (na podstawie [1]). Mitochondrial- 
ne CYP wykorzystują zawierającą FAD reduktazę adre- 
nodoksyny (Adr) oraz współpracującą z przenośnikami 
żelazo-siarkowymi adrenodoksynę (Adx). U Prokaryota 
występują niezwiązane z błoną reduktaza putidoredok- 
syny (Pdr) i putidaredoksyna (Pdx). W białkach błono­
wych siateczki śródplazmatycznej u Eukaryota oraz w 
białkach transportujących elektrony na cytochromy BM3 
u bakterii i grzybów cytochromy P450 współpracują z 
reduktazami zawierającymi FAD i FMN. W siateczce 
śródplazmatycznej reduktaza i cytochrom to niezależne 
białka, a u bakterii i grzybów tworzą jedną strukturę biał­
ka niezwiązanego z błoną komórkową.

WPROWADZENIE

W reakcjach katalizowanych 
przez izoenzymy cytochromu 
P450 (CYP) etapem  niezbędnym 
jest dostarczenie elektronów ze 
zredukowanej formy fosforanu 
dinukleotydu nikotynam idoade­
ninowego (NADPH), poprzez 
partnerów  procesów oksydo- 
redukcyjnych, na odpowiedni 
substrat. W procesie tym bierze 
udział dwóch partnerów róż­
niących się w  zależności od lo­
kalizacji cytochromu P450 w ko­
mórce (Ryc. 1). Mitochondrialne 
CYP wykorzystują zawierającą 
dinukleotyd flawinoadeninowy 
(FAD) reduktazę adrenodoksy- 
ny (Adr) oraz współpracującą z 
przenośnikam i żelazo-siarkowy­
mi adrenodoksynę (Adx). Podob­
ny, chociaż nie umiejscowiony w 
błonie, jest system występujący 
u Prokaryota (reduktaza putido- 
redoksyny (Pdr) i putidaredok­
syna (Pdx). Drugi typ partnerów  
cytochromów P450 znajduje się 
w  białkach błonowych siateczki 
śródplazmatycznej u Eukaryota 
oraz w  białkach transportujących 
elektrony na cytochromy BM3 u 
bakterii i grzybów. Są to redukta- 
zy zawierające dw a układy flawi- 
nowe: FAD i m ononukleotyd fla­
w inoadeninow y (FMN) (Ryc. 1). 
Różnica pom iędzy nimi polega na 
tym, że w  siateczce śródplazm a­
tycznej reduktaza i cytochrom są 
niezależnymi białkami, a u bakte-

H A D P H  M A D P *

Błona

mitochondrialna
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rii i grzybów tworzą jedną wspólną strukturę białka nie- 
związanego z błoną komórkową [1],

Reduktaza NADPH:cytochrom P450 (CPR) jest p rzedsta­
wicielem niewielkiej rodziny reduktaz diflawinowych, któ­
re wykształciły się ewolucyjnie na drodze fuzji genów ich 
poprzedników , dwóch flawoprotein zawierających FMN 
i FAD. Do reduktaz diflawinowych należą też redukująca 
syntaza metioninowa, tzw. nowa reduktaza diflawinowa i 
syntaza tlenku azotu. Porównanie sekwencji nukleotydo- 
wej genów kodujących wymienione enzymy wykazało, że 
istnieją dla nich segmenty identyczne, które kodują reszty 
am inokwasowe biorące udział w  wiązaniu kofaktorów fla- 
w inowych [1], CPR, białko umiejscowione w siateczce śród- 
plazmatycznej, o masie cząsteczkowej 75-80 kDa, zostało po 
raz pierwszy zidentyfikowane w 1949 roku jako reduktaza 
cytochromu c [2], Poziom ekspresji genu kodującego CPR 
w organizmach ssaków jest regulowany przez stężenie hor­
monu tyreotropowego i jest najwyższy w wątrobie i w  p łu ­
cach, jakkolwiek niewielkie ilości enzymu zlokalizowane są 
we wszystkich badanych tkankach [3,4].

W przenoszeniu elektronów w CPR uczestniczą, zwią­
zane z enzymem, kofaktory: FAD i FMN. FAD pełni funk­
cję akceptora dwóch rów noważników jonu hydroniowego 
pobieranych z cząsteczki NADPH, a FMN jest donorem 
jednego elektronu na terminalny akceptor. Reduktaza cy­
tochromu P450 posiada zatem zdolność do jednoczesnego 
przyjm owania dwóch równoważników jonu hydroniowego 
z NADPH i przenoszenia ich pojedynczo na hem ową gru ­
pę prostetyczną cytochromu P450 [5], Kierunek transportu 
elektronów jest więc następujący: NADPH —*■ FAD —»FMN. 
Badania wykazały jednak, że istnieją trzy typy cząsteczek 
współpracujących z CPR, które różnią się preferencją co do 
zw iązku pełniącego funkcję dawcy elektronów [6]. Akcep­
tory pierwszego typu przyjmują ekwiwalenty redukują­
ce bezpośrednio z FAD i do tej grupy należą ferrocyjanid 
i NADP+. Akceptory drugiego typu przyjmują elektrony z 
FMN i wśród nich znajduje się rodzina izoenzymów cyto­
chrom u P450 oraz cytochrom b,. Akceptorem trzeciego typu 
jest m olekularny tlen. Cząsteczka O n może przyjmować 
elektrony zarówno z FAD, jak i z FMN; powstaje wówczas 
cząsteczka nadtlenku lub ponadtlenku.

STRUKTURA REDUKTAZY CYTOCHROMU P450

Reduktaza P450 składa się z trzech dom en (Ryc. 2). Jedna 
dom ena wiąże cząsteczkę FAD i NADPH i jest zlokalizowa­
na na C-końcu, N-końcowa domena wiąże FMN. Dodatko­
wo obecny jest tzw. element łączący, który praw dopodobnie 
odpow iada za kontrolę i regulację przepływ u elektronów 
pom iędzy kofaktorami. Enzym zawiera również na N-koń- 
cu rejon o charakterze hydrofobowym  o długości 20-30 reszt 
aminokwasowych, który funkcjonuje jako „kotwica" um oż­
liwiająca umiejscowienie białka w błonie i oddziaływanie z 
cytochromem P450 [6], Miejsca wiązania kofaktorów FAD i 
FMN z białkiem CPR mają głównie charakter hydrofobowy. 
W pobliżu pierścieni izoalloksazynowych cząsteczek flawi- 
nowych znajdują się aminokwasy aromatyczne, co um ożli­
wia tworzenie oddziaływ ań typu n -n , stabilizujących kom ­
pleks reduktazy z kofaktorami. Oprócz tych oddziaływań 
kom pleks CPR/kofaktor stabilizowany jest przez siły van

Rycina 2. Trójwymiarowa struktura NADPH-reduktazy:cytochrom P450 [7], Ry­
cinę wykonano na podstawie pliku ljacp z bazy PDB (Protein Data Bank); kofak­
tory: FAD — w kolorze zielonym, FMN — w pomarańczowym, NADPH — w 
czerwonym.

der Waalsa oraz wiązania w odorow e [6,7] .Cząsteczka FAD 
łączy się z reduktazą cytochromu P450 w pobliżu miejsca 
wiązania pierścienia nikotynam idowego NADPH, jedno­
cześnie jest w bliskim kontakcie z pierścieniem izoalloksa- 
zynowym  FMN, co um ożliw ia szybkie przeniesienie elek­
tronów między kofaktorami. Odległość m iędzy cząsteczka­
mi FAD i FMN wynosi 2-2,5 A (Ryc. 3).

Jak już w spom niano, CPR współpracuje z izoenzymami 
cytochromu P450. Tworzy odpow iedni kompleks z tymi 
białkami, co um ożliwia szybki transport elektronów z 
NADPH na Fe(III). Pomimo że całkowita zawartość reduk ­
tazy w mikrosomach kom órek zwierzęcych w  stosunku do 
zawartości izoenzym ów cytochromu P450 w ynosi od 1:10 
do 1:20, badania sposobu oddziaływ ań m iędzy obydwom a 
białkami wykazały, że tw orzą one kompleks w  stosunku 1:1 
[8]. Kompleks ten stabilizowany jest przez oddziaływ ania 
elektrostatyczne, hydrofobowe oraz siły van der Waalsa. 
Oddziaływania elektrostatyczne zapewniają odpow iednią 
orientację białek, natom iast oddziaływania hydrofobowe 
pomiędzy niepolarnym i resztami am inokwasowym i (leu- 
cyną, waliną i tryptofanem) umożliwiają bliski kontakt mię­
dzy enzymami, przez co ułatwiają transport elektronów z 
reduktazy na cytochrom. Stosując chemiczną modyfikację i 
ukierunkow aną m utagenezę wykazano, że w iązania w  kom ­
pleksie reduktaza/cy tochrom  tworzą się pom iędzy dodat­
nio naładow anym i resztam i lizyny i argininy cytochromu, 
a ujemnie naładow aną resztą kw asu asparaginowego lub 
glutaminowego reduktazy [9,10]. W ykazano, że dw a zgru ­
powania reszt am inokwasowych 207Asp-Asp208-Asp209 i 
213Glu-Glu214-Asp w  strukturze CPR uczestniczą w w iąza­
niu reduktazy z cytochromami. Za wiązanie cytochromów 
P450 odpow iada głównie reszta Asp208, natom iast za wiąza-

Postępy Biochemii 55 (3) 2009 273
http://rcin.org.pl



Rycina 3. Wzajemna orientacja kofaktorów w kom­
pleksie NADPH-reduktaza:cytochrom P450 (na 
podstawie [6]).

nie cytochromu c 
reszta Glu213; 
reszty te znajdu­
ją się blisko do ­
meny wiążącej 
FMN, co ułatwia 
transport elektro­
nów  z koenzymu 
flawinowego na 
cytochrom. Nato­
miast powierzch­
nia izoenzymów 
P450 odpowie­
dzialna za od­

działywanie z reduktazą znajduje się w pobliżu hemowej 
grupy prostetycznej i zawiera liczne, dodatnio naładowane 
reszty lizyny i argininy. Wykazano, że modyfikacje chemicz­
ne ośmiu reszt lizyny w jednym z izoenzymów, CYP2B1, 
spowodowały spadek jego aktywności w  95%. Określono 
też reszty am inokwasów uczestniczące w wiązaniu reduk­
tazy z CYP2B4: Arg422, Arg443 i Lys433 [11,12],

MECHANIZM REDUKCJI KATALIZOWANY PRZEZ CPR

Substratami dla reduktazy cytochromu P450 są NADPH 
i cząsteczka będącą końcowym akceptorem elektronów, 
a w  w yniku katalizowanej reakcji powstaje NADP+ oraz 
zredukow any akceptor, a więc jest to mechanizm katalizy 
enzymatycznej z dwom a substratami. Ponieważ wykaza­
no, że w  stanie przejściowym cytochrom P450 wiąże się w 
odm iennym  miejscu z CPR niż cząsteczka NADPH, ten typ 
katalizy enzymatycznej uznano jako podstawienie sekwen­
cyjne, chociaż szczegółowy mechanizm reakcji jest znacznie 
bardziej skomplikowany [6,13],

Mechanizm redukcji katalizowany przez reduktazę cyto­
chromu P450 (Ryc. 4) oparty jest na kilku obserwacjach. Po 
pierwsze wykazano, że donorem  elektronów na końcowy 
akceptor jest układ FADH-FM NH, pomimo, że w reduk­
cji dwuelektronowej istnieją trzy możliwe stany cząsteczek 
FAD i FMN czyli FADH2-FM N, FADH-FM NH, FAD- 
FMNH,. Praw dopodobnie zadecydowało o tym utworzenie 
podwójnej formy semichinonowej. Poza tym zaobserwo­
wano, że w  reakcji dwuelektronowej redukcji z udziałem 
CPR semichinon FMN pełni funkcję dawcy elektronów na 
końcowy akceptor [6], Tak więc, w  pierwszym  etapie cyklu 
następuje związanie reduktazy cytochromu P450 z NADPH 
i utlenioną formą akceptora elektronów (Ao) (1). Kompleks 
taki może powstawać nawet, jeśli kolejne etapy reakcji nie 
zajdą. W drugim  etapie następuje przekazanie dwóch rów ­
noważników jonu hydroniowego na pierścień izoalloksa- 
zynowy cząsteczki FAD (2). Szybkość procesu jest różna 
w  zależności od pochodzenia enzymu, ale w  większości 
przypadków  limituje ona szybkość całej katalizy W trze­
cim etapie zachodzi transfer elektronu na cząsteczkę FMN, 
tworzy się kompleks przejściowy z podwójnym  układem 
semichinonowym (3). Elektron ten jest przekazywany na­
stępnie z FM NH na terminalny akceptor (4). Szybkość tego 
etapu zależy od natury chemicznej akceptora oraz od w a­
runków  reakcji. Kolejne procesy, oznaczone num eram i 5, 6 
i 7 zachodzą analogicznie do procesów 2, 3 i 4, w  wyniku 
czego następuje uwolnienie zredukowanej formy akceptora

NADP
FMN

FAD
NADPH

Ar Ao

FMJ FMN

FAD FAD

NADP* NADPH

Ao Ao

F M 1 H * FMN

FAD FADH:

NADP* NADP*

G>

Ar ©
Ao

F M l F M IH *

FADH* FADH*

HADP* HADP*

Rycina 4. Cykl katalityczny redukcji z udziałem kompleksu NADPH-reduktaza: 
cytochrom P450, na podstawie [6]). Ao, Ar, odpowiednio, utleniona i zreduko­
wana forma substratu (akceptora elektronów). Formy zredukowane uczestników 
reakcji przedstawiono w kolorze niebieskim, formy utlenione w kolorze czerwo­
nym.

(Ar) i cząsteczki NADP+ oraz odtworzenie wyjściowej for­
my reduktazy cytochromu P450. Cały cykl można określić 
symbolem 0-2-1-0, co oznacza, że dw a elektrony są przeno­
szone z cząsteczki NADPH na cząsteczkę FAD, następnie są 
transportow ane pojedynczo na cząsteczkę FMN, a z niej na 
akceptor elektronów.

Powyżej opisanem u cyklowi katalitycznemu tow arzy­
sza znaczne zmiany konformacyjne centrum  aktywnego 
CPR. Związanie utlenionej formy NADP+ powoduje ruch 
dom eny wiążącej FMN tak, że w zrasta odległość pom iędzy 
kofaktorami FAD i FMN. Zmienia to potencjał redukcyjny 
cząsteczek flawinowych i w pływ a na aktywność enzymu, 
regulując przepływ elektronów pom iędzy flawinami. Zre­
dukow ana forma NADPH łącząc się z reduktazą powoduje 
przesunięcia w  centrum  aktyw nym  CPR, umożliwiając w 
ten sposób bliższy kontakt między cząsteczkami NADPH 
i FAD (Ryc. 5) [7],

W nieobecności NADPH, w utlenionej formie enzym u 
pierścień indolu Trp677 osłania pierścień izoalloksazynowy 
cząsteczki FAD. W II etapie reakcji przyłączenie cząsteczki 
NADPH powoduje wyparcie Trp677, a miejsce pierścienia 
indolowego zajmuje pierścień pirydynow y NADPH. Two­
rzące się w iązania w odorow e pom iędzy grupą karboksy- 
am inową NADPH a resztami Asp675 i Ser457 ułatwiają 
transport jonu hydroniowego i zapewniają odpow iednią 
orientację cząsteczki NADPH. Podobną funkcję spełnia 
również reszta Cys630, która tworzy wiązania Van der Wa-
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Rycina 5. Proponowany mechanizm zmian konformacyjnych w centrum aktyw­
nym CPR podczas katalitycznej redukcji (na podstawie [7]). W etapie I pierścień 
indolu Trp677 osłania pierścień izoalloksazynowy FAD. Etap II pozwala na trans­
port jonu hydroniowego z NADPH na FAD dzięki utworzeniu wiązań wodoro­
wych pomiędzy Asp675 i Ser457 i oddziaływaniom Van der Waalsa pomiędzy 
Cys630 i atomem C4 cząsteczki NADPH. W etapie III utleniona forma NADP+ 
zostaje osłonięta przez Trp677 i Asp675, powraca na swoje miejsce i tworzy stabi­
lizujące karbokation wiązania wodorowe z Ser457 i Cys630. Jednocześnie elektro­
ny z FAD są transportowane na FMN. IV etap to uwolnienie NADP+ z deproto- 
nacją FAD i odtworzeniem pierwotnych wiązań wodorowych. CPR powraca do 
formy wyjściowej. Forma zredukowana NADPH — w kolorze niebieskim, forma 
utleniona NADP+ — w kolorze czerwonym, struktury reszt aminokwasów będą 
w kolorze zielonym.

alsa z atomem C4 cząsteczki NADPH i stabilizuje tworzenie 
karbokationu. Cząsteczka w ody wiążąca się z atomem N, i 
atomem O., pierścienia izoalloksazanowego cząsteczki FAD 
umożliwia wym ianę protonów  z rozpuszczalnikiem. Jony 
hydroniowe są transportow ane z cząsteczki NADPH na 
FAD. W III etapie transportu elektronów utleniona forma 
NADP+ zostaje odsłonięta przez Trp677, Asp675 powraca na 
swoje miejsce i tworzy wiązania wodorow e z Ser457 i Cys 
630, które stabilizują karbokation. W tym czasie elektrony 
z FAD są transportow ane pojedynczo na cząsteczkę FMN. 
W ostatnim, IV etapie katalizowanej reakcji następuje uw ol­
nienie NADP+ do środowiska z jednoczesną deprotonacją 
atom u N 5 w  cząsteczce FAD. Wszystkie pierwotne wiązania 
w odorow e ulegają odtworzeniu i reduktaza cytochromu 
P450 powraca do formy wyjściowej.

INNA HIPOTEZA NA TEMAT DZIAŁANIA CPR

Poza przedstaw ionym  powyżej ogólnie przyjętym me­
chanizmem działania reduktazy NADPH:cytochrom P450 
i jej rolą w  cyklu transportu  elektronów cytochromu P450, 
zasługuje na uw agę inna hipoteza dotyczącą przem ian me­
tabolicznych katalizowanych przez te enzymy. W edług K. 
M. Manoj z Uniwersytetu w  Arkansas w  pierwszym  etapie 
cyklu katalitycznego cytochromów P450 decydującą rolę 
odgryw a reduktaza a nie, jak się powszechnie uważa, cy- 
tochrom P450 [14]. Reduktaza cytochromu P450 reaguje z

cząsteczką tlenu, w  wyniku czego powstają jego reaktywne 
formy (RFT), które reagują z kompleksem izoenzymu cyto­
chrom u P450 i substratu. Reaktywne formy tlenu są znacz­
nie lepiej dostępne dla białek P450, niż obojętna cząsteczka 
tlenu. Przyłączenie cząsteczki tlenu do kompleksu izoenzy­
mu z substratem  wym aga bardzo ścisłego oddziaływania 
białka z substratem, co przy dużej różnorodności substra­
tów jest, w g cytowanych doniesień, trudne do osiągnięcia. 
Badania izoenzym u CYP2C9 wykazały, że w  centrum  ak­
tyw nym  tego enzym u brak jest specjalnych miejsc w iążą­
cych dla substratu. Ponadto badania spektrofotometryczne 
kom pleksu białka z substratem  nie wykazały zmiany w id­
ma tego kom pleksu, co mogłoby wskazywać, że tylko reak­
tywne formy tlenu np. H 20 2 generowane przez CPR mogą 
wiązać się z kompleksem enzym-substrat. To wyjaśniałoby, 
dlaczego występuje niskie stężenie nadtlenku w odoru w 
środow isku reakcyjnym. Poza tym  RFT, które pow staw a­
łyby w  reakcji katalizowanej przez reduktazę są silnie tok­
syczne dla komórki i dlatego być może w komórce poziom 
reduktazy jest niższy niż poziom izoenzymów cytochromu 
P450. Powyższa hipoteza ma pewne potwierdzenie w  w y­
nikach eksperymentalnych, ale trudno uznać ją za udow od­
nioną [14].

ZNACZENIE REDUKTAZY CYTOCHROMU 
P450 DLA ORGANIZMU

Badania fizjologii zwierząt z usuniętym  genem kodują­
cym reduktazę P450 jednoznacznie wykazały, że jest ona 
niezbędna dla prawidłowego rozwoju embrionalnego i cał­
kowite jej usunięcie z organizm u jest dla zwierząt letałne 
[15]. Usunięcie dom eny CPR odpowiedzialnej za wiązanie 
z błoną też uniemożliwia przeżycie zwierząt, co oznacza, 
że CPR pełni swoją funkcje tylko wówczas gdy jest umiej­
scowiona w  błonie komórkowej [9,16], Zastosowanie tech­
niki „Cre/loxP technology" pozwoliło wyeliminować gen 
reduktazy tylko w komórkach wątroby. Otrzymane myszy 
HRN™ (ang. hepatic cytochrome P450 reducíase nuli mouse) 
są zdolne do życia i rozmnażania, ale nie posiadają funk­
cjonalnego systemu cytochromu P450. Ich izoenzymy cyto­
chromu P450 występujące w  komórkach wątroby są nieak­
tywne, natom iast obserwuje się znaczny wzrost poziomu 
białek cytochromu P450 w  innych organach (nerkach, sercu 
i mózgu), co w pływ a na odm ienny metabolizm związków 
chemicznych. Zwierzęta te mają znacznie obniżony poziom 
cholesterolu i triglicerydów we krwi, chociaż w wątrobie 
jest on wysoki [15,17], Zaobserwowano też istotne zmiany 
w metabolizmie leków. Natom iast w  komórkach S.cerevisiae 
całkowite usunięcie genu CPR nie było letałne i wiele szla­
ków metabolicznych zostało zachowanych [1]. Tak więc, u 
myszy reduktaza CPR jest konieczna dla funkcji cytochromu 
P450, ale system ten nie jest niezbędny dla życia zwierząt, 
podczas gdy w komórkach drożdży elektrony z NADPH 
zostają przeniesione na cytochrom P450 z udziałem  innego 
białka i funkcje cytochromu P450 zostają zachowane.

R eduktaza cytochrom u P450 uczestniczy nie tylko w 
transporcie elektronów z NADPH na cytochromy P450. 
W spółpracują z tym  enzym em  także inne akceptory elek­
tronów  (Ryc. 6), np. oksygenaza hem ow a [18] biorąca 
udział w  katabolizm ie hem u, cytochrom b5, katalizujący 
procesy m etabolizm u kw asów  tłuszczowych oraz mono-
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Rycina 6. Udział kompleksu NADPH-reduktaza:cytochrom P450 w procesach 
metabolicznych związków endo- i egzogennych (na podstawie [5]).

oksygenaza skwalenu i reduktaza 7-dehydrocholesterolu, 
które w raz z cytochrom em  b5 biorą udział w biosyntezie 
steroli [19]. Poza tym, z reduktazą cytochrom u P450 w spół­
pracuje rów nież cytochrom c oraz ferrycyjanid. Jednak 
mechanizm  działania kom pleksów  CPR z białkami innymi 
niż cytochrom P450 jest słabo poznany. Ustalono m.in. że 
oksygenaza hem ow a człowieka wiąże się z CPR w sposób 
analogiczny jak cytochrom P450, poprzez oddziaływ ania 
elektrostatyczne [18].

WYBRANE REAKCJE REDUKTAZY CYTOCHROMU P450

Reduktaza cytochromu P450 pracując samodzielnie, bez 
udziału cytochromu c czy cytochromu P450, katalizuje reak­
cje 1-elektronowej redukcji głównie chinonów, ale też alde­
hydów  i pochodnych związków nitrowych, w w yniku cze­
go powstają bardzo reaktywne produkty pośrednie, które 
mogą oddziaływać z makromolekułami, np. DNA i innymi 
białkami.

W śród bezpośrednich substratów CPR, metabolizowa­
nych bez udziału  cytochromu P450 znajdują się leki i zw iąz­
ki przeciwnowotworowe: mitomycyna C, porfiryna C, ad- 
riamycyna, 2,3,5,6-tetrametylobenzochinon, tirapazam ina 
(TPZ), w itam ina K3 i E09 [20-22] (Ryc. 7). Wymienione 
związki należą do grupy proleków i wymagają enzymatycz­
nej redukcyjnej aktywacji aby utworzyć reaktywne metabo­
lity, które będą oddziaływać z DNA. Na przykład, m itom y­
cyna C, podobnie jak jej metylowy analog (porfiryna C), w 
obecności reduktazy cytochromu P450 ulegają 1-elektrono- 
wej redukcji do semichinonu, a następnie wiążą się kow a­
lencyjnie z DNA. W obecności tlenu reaktywny interm ediat 
semichinonowy ulega utlenieniu do związku wyjściowego
[21]. Reakcja ta decyduje o selektywnym działaniu leków w 
stosunku do komórek niedotlenionych, jakimi są komórki 
guza nowotworowego.

i

Mitomycyna C R=H 
Porfiryna C R=CH3

O

Tirapazamina

O
Witamina K3 E09

Rycina 7. Struktury chemiczne wybranych leków — substratów NADFH-reduk- 
tazy:cytochrom P450.

W przy p ad k u  niektórych now otw orów  stężenie re ­
duk tazy  P450 jest znacznie n iższe niż w tkance zdrow ej, 
co pow oduje  ograniczony m etabolizm  redukcyjny  zw iąz­
ków  przeciw now otw orow ych do ich form  ak tyw nych i 
ograniczony efekt terapii. N atom iast w  kom órkach n o ­
w otw oru  w ątroby  zarejestrow ano około 2-krotnie w y ż ­
szą aktyw ność reduk tazy  cytochrom u P450, n iż  w zd ro ­
w ych kom órkach w ątroby  [21]. W p rzy p ad k u  now otw o ­
rów  płuc i piersi nie obserw ow ano znaczących różnic w 
poziom ie tego enzym u. Badania w ykazały, że reduk taza  
w pływ a na w zrost w rażliw ości kom órek CH O  na mito- 
m ycynę C. N atom iast niski poziom  enzym u m oże być 
odpow iedzia lny  za oporność kom órek now otw orow ych 
na ten lek [22,23],

Przeciwnowotwo- 
rowa tirapazam ina, 
stosowana jako lek 
towarzyszący w te­
rapii cis-platyną, 
również w ym aga 
aktywacji w  w arun ­
kach redukcyjnych. 
TPZ ulega redukcji 
z udziałem  CPR do 
reaktyw nych rodni­
ków, które oddzia ­
łując z DNA pow o­
dują pękanie nici 
(Ryc. 8) [24,25], Po­
wstający rodnik jest 
zobojętniany przez 
cząsteczkę tlenu, co 
powoduje, że zw ią­
zek ten jest aktyw ny 
tylko w w arunkach 
beztlenowych i na

SR 4330 SR 4317

Rycina 8. Metabolizm aktywacyjny i detok- 
sykacyjny tirapazaminy (TPZ) w obecności 
reduktazy cytochromu P450 (na podstawie 
[24]). Redukcja TPZ z udziałem CPR do reak­
tywnych rodników, które oddziałując z DNA 
powodują pękanie nici. Rodnik może być zo­
bojętniony przez cząsteczkę tlenu, co powo­
duje deaktywację leku. Dalsza redukcja (2- lub 
4-elektronowa) prowadzi do powstania pro­
duktów nietoksycznych, SR4317 i SR4330.
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Rycina 9. Metabolizm redukcyjny z udziałem CPR pochodnej 2-nitroimidazolu 
prowadzący do powstania kowalencyjnych adduktów z DNA oraz reaktywnej 
hydroksyloaminy (na podstawie [24]).

tym polega selektywność jego działania. Dalsza redukcja 
(2- lub 4-elektronowa), prow adzi do powstania produktów  
nietoksycznych, SR4317 i SR4330. Wykazano, że TPZ jest 
bardziej selektywna w stosunku do komórek beztlenowych 
niż mitomycyna C i bardziej od niej aktywna. Wysoka w y­
dajność cięcia DNA przez TPZ wynika praw dopodobnie z 
faktu, że jest ona redukow ana w jądrze komórkowym. Po­
dobnie, jak wykazano w  przypadku mitomycyny C, komór­
ki now otw orow e z podw yższonym  poziomem reduktazy 
cytochromu P450 są bardziej wrażliwe na TPZ [24].

Reduktaza cytochromu P450 bierze również udział w 
aktywacyjnej redukcji przeciwnowotworowej pochodnej 
2-nitroimidazolu, związku o symbolu RSU1069 (Ryc. 9). 
W w arunkach beztlenowych jest on około 100 razy bar­
dziej aktyw ny niż mitomycyna C, co wynika z obecności 
grupy azyrydynowej. Atom azotu azyrydyny jest znacz­
nie bardziej reaktywny od atomów azotu w mitomycynie 
i w w arunkach redukcyjnych wydajnie tworzy wiązanie z 
cząsteczką DNA [24], W cząsteczce RSU1069 powstaje pod­
czas redukcji z udziałem reduktazy P450 drugie reaktywne 
ugrupowanie. Jest to zdolna do wiązania z DNA grupa hy- 
droksyloaminowa.

PODSUMOWANIE

Reduktaza NADPH:cytochrom P450 katalizuje reakcje 1- 
elektronowej redukcji, pełniąc w ażną funkcję w komórkach, 
jako niezbędny u ssaków element kompleksu monooksy- 
genazy cytochromów P450 odpowiedzialny za transport 
elektronów z NADPH do centrum  aktywnego enzymu. 
Obecność genu CPR w organizmie myszy jest konieczna dla 
przeżycia zwierząt w  okresie embrionalnym, ale usunięcie 
tego genu po urodzeniu i tylko w komórkach wątroby nie 
jest dla zwierząt letalne. Potwierdza to opisaną wcześniej 
rolę izoenzymów P450, które odpowiedzialne za niektóre 
etapy metabolizmu związków endogennych, zostały prze­
w idziane głównie do ochrony organizmu przez toksyczny­
mi związkami obcymi. Jednak reduktaza cytochromu P450 
uczestniczy nie tylko w transporcie elektronów z NADPH 
na cytochromy P450. W spółpracują z nią inne fizjologiczne 
akceptory elektronów, m.in. oksygenaza hemowa, cyto- 
chrom by  monooksygenaza skwalenu i reduktaza 7-dehy- 
drocholesterolu. CPR pełni też rolę jako samodzielny katali­
zator metabolizmu redukcyjnego proleków, w szczególno­
ści leków przeciwnowotworowych. Metabolizm redukcyj­

ny z udziałem CPR zwiększa selektywność tych związków 
w stosunku do komórek nowotworów rozwijających się w 
warunkach niedotlenienia, co korzystnie w pływ a na sku­
teczność stosowanej terapii.

PIŚMIENNICTWO
1. Paine MJI, Scrutton NS, M unro AW, Gutierrez A, Roberts GCK, Wolf 

CR (2005) Electron transfer partners of cytochrome P450. W: Ortiz de 
Montellano PR (red) Cytochrome P450: Struture, mechanism and bio­
chemistry, ed by, Kluwer Academic Publishers, New York, Boston, 
Dordrecht, London, Moscow, str. 115-138

2. Elmore CL, Porter TD (2002) Modification of the nucleotide cofactor- 
binding site of cytochrome P450 reductase to enhance turnover with 
NADH in vivo. J Biol Chem 277: 50, 48960-48964

3. Aplatelina EV, Li HC, W axman DJ (2003) Evaluation of thyroid hor­
m one effects on liver P450 reductase translation. Arch Biochem Bio- 
phys 409:172-179

4. Li HC, Liu D, W axman DJ (2001) Transcriptional induction of hepatic 
NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase by thyroid hormone. Mol 
Pharmacol 59: 987-995

5. h ttp ://w w w .uky .edu/Pharm acy/ps/porter/C P R _enzym ology .h tm

6. Murataliev MB, Feyereisen R, W laker FA (2004) Electron transfer by 
diflavin reductases. Biochim Biophys Acta 1698:1-26

7. H ubbard PA, Shen AL, Paschke R, Kasper CB, Kim JP (2001) NADPH- 
cytochrome P450 oxidoreductase. Structural basis for hybride and 
electron transfer. J Biol Chem 276: 29163-170

8. Backes WL, Kelley RW (2003) Organization of multiple cytochrome 
P450s w ith NADPH-cytochrome P450 reductase in m embranes. Phar­
macol Ther 98: 221-233

9. Shen AL, Kasper CK (1995) Role of acidic residues in the interaction 
of NADPH-cytochrome: P-450 oxidoreductase with cytochrome P450 
and cytochrome c. J Biol Chem 270: 27475-27480

10. Masters BS, Marohnic CC (2006) Cytochromes P450 -  a family of pro­
teins and Scientists — understanding their relationships. Drug Me- 
tabol Rev 38: 209-225

12. Bhattacharjee A, Banerjee D, Mookherjee S, Acharya M, Banerjee A, 
Ray A, Sen A, Ray K (2008) Leu432Val polymorphism  in CYP1B1 as a 
susceptible factor towards predisposition to primary open-angle glau­
coma. Mol Vis 14: 841-850

13. Nisimoto Y (1986) Localization of cytochrome c-binding domain on 
NADPH-cytochrome P450 reductase J Biol Chem 261:14232-14239

14. Murataliev MB, Arino A, Guzom VM, Feyereisen R (1999) Kinetic me­
chanism of cytochrome P450 reductase from house fly. Insect Bioche­
mistry and Molecular biology 29: 233-242

15. Manoj KM (2007) The di-flavoenzyme reductase directly activates oxy­
gen for the metabolism of diverse drug molecules by liver microso­
mal cytochrome P450s. 15lh International Conference on Cytochromes 
P450. Bled, Slovenia, Book of abstracts p. 188

16. Henderson C, Pass GJ, Wolf R (2006) The hepatic cytochrome P450 
reductase null mouse as tool to identify a successful candidate entity. 
Toxicol Lett 162:111-17

17. Szen AL, O'Leary KA, Kasper CB (2002) Association of m ultiple de­
velopmental defects and embryonic lethality with loss of microsomal 
NADPH-cytochrome P450 reductase. J Biol Chem 277: 6536-6541

18. Henderson CJ, Otto DME, M agnuson MA, McLaren AW, Rosewell I, 
Wolf CR (2003) Inactivation of the hepatic Cytochrome P450 system 
by conditional deletion of Hepatic Cytochrome P450 Reductase. J Biol 
Chem 278:13480-13486

19. Ryter SW, Alam J, Choi AMK (2006) Heme oxygenase-1 /carbon  mo­
noxide: from basic science to therapeutic applications. Physiol Rev 86:
583-650

20. M unro AW, Girvan HM, McLean KJ (2007) Cytochrome P450 -redox 
partner fusion enzymes. Biochim Biophys Acta 1770: 345-359

21. Roosemboom M, Com m andeur JNM, Vermeulen NPE (2004) Enzy­
me-catalyzed activation of anticancer prodrugs. Pharmacol Rev 56:53- 
102

Postępy Biochemii 55 (3) 2009 277

http://rcin.org.pl

http://www.uky.edu/Pharmacy/ps/porter/CPR_enzymology.htm


22. Cum mnings J (2000) The role of reductive enzymes in cancer cell resi­
stance to mitomycin C. Drug Resist U pdat 3:143-148

23. Bartoszek A (2002) Metabolic activation of adriamycin by NADPH- 
cytochrome P450 reductase, overview of its biological and biochemical 
effects. Acta Biochim Pol 49: 323-331

24. Baumann RP, Hodnick WF, Seow HA, Beicourt MF, Rockwell S, Sher­
m an DH, Sartorelli AC (2001) Reversal of mitomycin C resistance by

overexpression of bioreductive enzymes in Chinese hamster ovary 
cells. Cancer Res 61: 7770-7776

25. McKeown SR, Cowen RL, Williams KJ (2007) Bioreductive drugs: 
from concept to clinic. Clin Oncol 19:427-442

26. Brown JM, Wilson WR (2004) Exploiting tum our hypoxia in cancer 
treatment. Cancer 4:437-447

NADPH-cytochrome P450 reductase, not only the partner of cytochrome P450 
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ABSTRACT

NADPH-cytochrome P450 reductase, CPR, the enzyme of the majority of eucaryotic cells belongs to the family of diflavin reductases and is 
usually located in endoplasmic reticulum. This protein is build of three domains. The first one, C-terminal, binds FAD and NADPH, the sec­
ond one, N-terminal, binds FMM, whereas the third one is the regulatory domain. Catalytic cycle of the enzyme runs by intermediate FMNH- 
FADH with  the participation of conformational changes induced by NADPH binding to the active centre of the enzyme. It has been shown  
in mice that CPR was necessary for the action of cytochrome P450 monooxygenase system, but this system is not crucial for animal surviving. 
CPR participates also in electron transport to cytochrome by heme oxidase, squalen monooxygenase and 7-dehydrocholesterole reductase. 
Furthermore, its own crucial task is the catalysis of reductive metabolism of prodrugs, particularly antitumor agents.
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Rola polimorfizmu i zróżnicowanej ekspresji genów  
cytochromów P450 w  metabolizmie ksenobiotyków

STRESZCZENIE

Zdolność do metabolizmu ksenobiotyków przez cytochromy P450 (CYP) określona jest 
przez polimorfizm i poziom ekspresji genów tych białek. Najwięcej, 40 odmian polimor- 

ficznych o zróżnicowanej aktywności enzymatycznej, poznano dla CYP2D6, natomiast tylko 
dwie w  przypadku CYP2C9, których obecność powoduje zahamowanie metabolizmu w ielu  
leków. Z kolei polimorfizm genu CYP3A4 nie miał istotnego w pływu na aktywność metabo­
liczną jego produktu białkowego. Najważniejsze w  regulacji ekspresji genów cytochromów 
P450 są czynniki transkrypcyjne PXR, CAR i AhR. Odgrywają one główną rolę w  indukcji 
genów, odpowiednio CYP3A4 CYP2B6 i CYP1A2. PXR i AhR aktywowane są poprzez zwią­
zanie specyficznego liganda, natomiast nie będący ligandem aktywator konstytutywnego  
receptora androstanu (CAR) indukuje defosforylację. Po przejściu do jądra zaktywowane  
receptory tworzą heterodimery z receptorem RXR, które po dalszej aktywacji z udziałem ko- 
aktywatorów wiążą się do motywów sekwencji DNA: XREM w  przypadku PXR, PBREM dla 
CAR oraz DRE dla AhR. Aktywacja tych receptorów powoduje ważne z klinicznego punku  
widzenia oddziaływania pomiędzy stosowanymi lekami, w  tym lekami przeciwnowotwo- 
rowymi.

WSTĘP

Przebieg metabolizmu ksenobiotyków w organizmach wyższych jest indyw i­
dualną cecha osobniczą. Decyduje o niej aktywność enzymów metabolizujących 
poszczególne związki. Aktywność enzymów z grupy cytochromu P450 zależy 
u poszczególnych osób zarówno od w arunków  środowiska, w  którym  żyją, jak 
i od czynników genetycznych. Zdolność do metabolizmu ksenobiotyków przez 
cytochromy P4501 zależy w danym  organizmie od struktury genów kodujących 
te białka oraz od poziom u ich ekspresji. Ze strukturą genów kodujących enzymy 
metabolizujące związane jest zjawisko polimorfizmu, natomiast zm iany pozio­
m u ekspresji genów białek P450 są regulowane z udziałem receptorów jądro­
wych lub innych czynników transkrypcyjnych, indukowanych z udziałem  ni- 
skocząsteczkowych ligandów. [1,2]

Polimorfizm jest cechą genomu ludzkiego definiowaną jako różnica w se­
kwencji DNA określonego genu występująca w danej populacji ludzi częściej niż 
u 1% osobników. Przy niższej częstości różnic w sekwencji genu m ówim y o w y­
stąpieniu rzadkiej cechy genetycznej lub w skrajnym przypadku o metabolicznej 
wadzie wrodzonej [3]. Powszechną przyczyną zmiany struktury DNA są m uta­
cje punktow e (SNP), polegające na zmianie jednego lub kilku nukleotydów  w 
łańcuchu DNA, co prow adzi do powstania różnych alleli danego genu i w  konse­
kwencji zróżnicowanej aktywności enzym u [4], Z drugiej strony aktywność kata­
lityczna P450 może być regulowana z udziałem  czynników zewnętrznych [5]. W 
tym przypadku procesy regulacji ekspresji genów CYP w komórce oparte są na 
kilku mechanizmach. Należą do nich regulacja transkrypcji genów kodujących 
izoenzymy P450, stabilizacja mRNA tych genów lub modyfikacje potranslacyjne. 
Podczas indukcji transkrypcji czynniki transkrypcyjne wiążą się z DNA w miej­
scu regulatorowym. Wiązanie to jest kontrolowane przy udziale niskocząstecz- 
kowych ligandów endo- lub egzogennych. Ligandy, wiążąc się do receptorów ją-

sygnał cAMP (ang. p300/Cyclic-AMP response element protein binding); RF — rifam picyna; RXR
— receptor retinoidow y X (ang. retinoid X receptor); SNP — pojedyncze m utacje punktow e (ang. 
single nucleotide polimorphism); SMRT — czynnik wyciszający dla receptora kw asu retinow ego
i horm onów  tarczycy (ang. s ilencing mediator for retinoic acid repressor and thyroid hormone recep­
tor); SRC-1 — koaktyw ator receptora steroidow ego (ang. steroidogenic receptor coactivator); UM
— osoba bardzo intensyw nie m etabolizująca (ang. ultraextensive metabolizer); XR — receptory 
ksenobiotyków (ang. xenobiotic receptors); XREM — region odpow iedzi na ksenobiotyki (ang. 
xenobiotic response element module)

'Funkcje cytochrom ów P450 oraz sprzężonej z nimi N A DPH -reduktazy:cytochrom  P450 opisa­
no w  dwóch artykułach, „Izoenzym y cytochrom y P450 w metabolizmie zw iązków  endo- i eg­
zogennych" oraz „NAD PH-reduktaza:cytochrom  P450 — nie tylko partner cytochrom u P450", 
opublikow anych w niniejszym  zeszycie „Postępów Biochemii".
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W ykaz stosowanych skrótów: AF-1, AF-2 — 
dom eny aktywujące transkrypcję; AhR — re­
ceptor w ęglow odorów  arom atycznych (ang. 
aromatic hydrocarbon receptor); AHRR — repre- 
sor receptora AhR (ang. AhR repressor); ARNT
— translokator jądrow y AHR (ang. AHR nucle­
ar translocator); CAR — konstytutyw ny recep­
tor androstanu  (ang. constitutive androstane re­
ceptor); CYP — cytochrom  P450; CYP  -  gen cy­
tochrom u P450; DBD — dom ena wiążąca DNA 
(ang. DNA binding domain); DOC — docetak- 
sol; DR — pow tórzenia sekwencji proste (ang. 
didirect repeats); EM — osoba z praw idłow ym  
m etabolizm em  (ang. extensive metabolizer); ER
— pow tórzenia sekwencji naprzeciwległe; 
FXR — receptor kwasów  żółciowych (ang. 
farnesoid X  receptor); HAT — acetylotransfera- 
za histonow a (ang. histone acetyl transferase); 
HDAC — deacetylaza histonow a (ang. histone 
deacetylase); IM — osoba ze zm ienionym  me­
tabolizm em  (ang. intermediate metabolizer); IR
— pow tórzenia sekwencji odwrócone (ang. 
indirect repeats); LXR — w ątrobow y receptor X 
(ang. liver X  receptor); LBD — dom ena wiążąca 
ligand (ang. Ugand binding domain); NcoR — ko- 
represor receptora jądrow ego (ang. nuclear re­
ceptor co-repressor); NLS — sekwencja kierująca 
do jądra (ang. nuclear localization signal); OR
— receptory "sieroce"; PAC — paklitaksol; 
PB — fenobarbital (ang. phenobarbital); PBREM
— region wzmacniający odpow iedź na feno­
barbital (ang. PB response enhancer module); PM
— osoba słabo metabolizująca (ang. poor meta­
bolizer); PPAR — receptor aktyw ow any przez 
proliferatory peroksysom ów  (ang. peroxisome 
proliferator activated receptor); PXR — receptor X 
pregnanu  (ang. pregnane X  receptor); p300/ CPB
— koaktyw ator transkrypcji w  odpow iedzi na
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drowych, mogą, 
w raz z innymi 
s p e c y f i c z n y m i  
białkami, do ­
prowadzić do 
zmian ekspresji 
genów odpo­
wiedzialnych za 
metabolizm ka­
talizowany przez 
cytochromy P450 
[6,7]-

Leki podaw a­
ne pacjentom są 
w każdym  przy­
padku odm ien­
nie i specyficznie 
m etabolizow ane
[8,9]. Fakt ten ilu­
struje rycina 1, na 
której przedsta­
wiono zróżnico­
waną aktywność 
izoenzymów cy­
tochromu P450 
u 18 różnych pa­
cjentów, określo­
ną na podstawie 
szybkości m eta­
bolizmu substra­
tów charakte­
rystycznych dla 
tych enzymów.

Zawartość białek cytochromów P450 jest też odm ienna u 
ludzi w zależności od przynależności do populacji. Na ogół, 
azjatycką grupę etniczną charakteryzują niższe, w porów na­
niu z innymi, poziomy enzymów metabolizujących [10,11].

W zależności od zdolności do metabolizowania głównych 
leków w yróżnia się zasadniczo trzy typy pacjentów. Najczę­
ściej występującą grupą są pacjenci przeciętnie metabolizują­
cy leki. Osoby słabo metabolizujące charakteryzuje obniżona 
aktywność danego enzymu lub brak jego aktywności. Nato­
miast pacjenci charakteryzujący się znacznie podwyższoną 
aktywnością danego enzym u należą do grupy, która bardzo 
szybko metabolizuje podaw ane leki. W przypadku gdy m e­
tabolizm leku prow adzi do jego deaktywacji (Ryc. 2), w ów ­
czas u pacjentów słabo metabolizujących stężenie tego leku 
we krwi, podczas wielokrotnego podawania jest wysokie i 
wysoki jego poziom utrzymuje się przez dłuższy okres cza­
su. Istnieje jednak niebezpieczeństwo, że wysokie stężenie 
leku może w tym przypadku powodować nasilenie działań 
niepożądanych. U osób ze zdolnością do bardzo szybkie­
go metabolizmu stężenie leku będzie szybko obniżać się po 
jego podaniu i aby uzyskać taki sam efekt terapeutyczny 
trzeba u nich stosować wyższe dawki lub podawać je czę­
ściej. N atom iast w  sytuacji, gdy metabolizm prow adzi do 
aktywacji podaw anego leku, pacjenci wolno metabolizują­
cy m uszą otrzymywać wyższe jego dawki, gdyż to zapewni 
odpow iednio wysokie, terapeutyczne stężenie aktywnego 
metabolitu. U osób z szybkim metabolizmem aktywny m e­

Słaby

Rycina 1. Zmienność aktywności wobec specyficz­
nych substratów izoenzymów cytochromu P450 w 
komórkach wątroby pobranych od 18 pacjentów (na 
podstawie [10,11]).

Intensywny

Rycina 2. Zmiana stężenia leku we krwi u pacjentów 
z różnym poziomem enzymów metabolizujących, 
po kolejnych dawkach leku, co oznaczono strzałka­
mi. Wykresy dotyczą sytuacji, gdy metabolizm pro­
wadzi do deaktywacji (na podstawie [1]).

tabolit powstaje 
w szybkim tem­
pie i dlatego już 
niskie dawki 
leku przynoszą 
pożądany efekt 
t e r a p e u t y c z n y .  
Od profilu me­
tabolicznego pa­
cjenta zależy też 
jego zdolność 
do zapadania na 
niektóre choroby, 
w tym  na, indu­
kowane aktyw ­
nymi metaboli­
tami związków 
kancerogennych, 
choroby now o­
tworowe [2],

POLIMORFIZM 
IZOENZYMÓW 
P450

W s z y s t k i e  
kluczowe dla 
biotransform acji

____________________________________ leków izoenzy­
my cytochromu

P450, tj. CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 
oraz, jak stwierdzono ostatnio, także CYP3A4, występują w 
kilku odmianach polimorficznych. Pacjenci „przeciętnie me­
tabolizujący" (EM) posiadają praw idłow ą formę Izoenzymu 
CYP z niezmienionymi allelami. Osoby „pośrednio m etabo­
lizujące" (IM) są heterozygotami czyli posiadają zmieniony 
jeden z alleli kodujących CYP. Z kolei osoby „słabo m etabo­
lizujące" (PM) charakteryzują się mutacją w genie (homozy- 
gota recesywna), która powoduje zmniejszoną aktywność 
danego izoenzymu lub jego brak. Natom iast pacjenci posia­
dający więcej niż dwie kopie danego genu należą do grupy 
„bardzo intensywnie metabolizujących" (UM) [12]. W tabeli 
1 przedstaw iono właściwości poszczególnych odm ian poli­
morficznych izoenzymów P450 oraz częstość ich w ystępo­
wania w  kaukaskiej i azjatyckiej grupie etnicznej.

CYP2D6

Najlepiej poznany został polimorfizm izoenzymu CYP2D6. 
Do tej pory znaleziono ponad 40 różnych odm ian polim or­
ficznych tego enzym u oznaczonych symbolami od *1 do 
*43. Obejmują one 26 alleli kodujących niefunkcjonalny en­
zym oraz 6 alleli kodujących białko o obniżonej aktyw no­
ści [13,14], Izoenzym CYP2D6 uczestniczy w metabolizmie 
około 25% stosowanych powszechnie leków takich jak (3- 
blokery, leki antydepresyjne, neuroleptyki, leki antyaryt- 
miczne i opioidy [15]. 20% osób kaukaskiej grupy etnicznej 
i około 1% pozostałej części populacji ludzkiej posiada nie­
aktyw ny izoenzym CYP2D6. Natom iast blisko 6% populacji 
pozbawionej jest tego enzymu. Na rycinie 3 przedstaw iono 
rozkład częstości występow ania pacjentów kaukaskiej g ru ­
py etnicznej o różnej zdolności do m etabolizmu z udziałem
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CYP2C9
Tabela 1. Polimorfizm genów wybranych izoenzymów cytochromu P450 człowieka, wg. [3].

Izoenzym 
cytochrom u P450

Wersje genów Funkcje

Częstość w ystępow ania 
w  populacji ludzkiej

kaukaska . . .
azjatycka grupa

8f U-Pa f<>/1 etniczna [%] etniczna [%]

CYP2A6 CYP2A6*2 enzym  nieaktyw ny 1-3 0
CYP2A6*3 nieznana 0 0
CYP2A6*4 nieznana 1 15
CYP2A6*5 defekt enzym u 0 1

CYP2C9 CYP2C9*2 obniżone powinow actw o 
do reduktazy P450

0-13 0

CYP2C9*3 zm ieniona specyficzność substratow a 7-9 2-3

CYP2C19 CYP2C19*2 enzym  nieaktyw ny 13 23-32
CYP2C19*3 enzym  nieaktyw ny 0 6-10

CYP2D6 CYP2D6*2xn obniżona aktywność 1-5 0-2
CYP2D6*4 enzym  nieaktyw ny 12-21 1
CYP2D6*5 brak enzym u 4-6 6
CYP2D6*10 enzym  niestabilny 1-2 50
CYP2D6*17 zmniejszone pow inow actw o 

do substratu
0 nieokreślona

CYP2E1 CYP2E1*2 obniżony poziom  ekspresji 0 0
CYP2E1*3 efekt nieznany <1 1
CYP2E1*4 efekt nieznany <1 nieokreślona

CYP3A4 CYP3A4*2 w yższe Km dla substratu 3 0
CYP3A4*3 efekt nieznany 0 <1

CYP2D6. Obok przeważającej liczby osób przeciętnie m eta­
bolizujących (EM) i niewielkiej populacji słabo metabolizu­
jących (PM), występuje znaczna liczba pacjentów o bardzo 
intensywnej zdolności do transformacji (UM). W przypad­
ku pacjentów PM zaham owany metabolizm deaktywacyjny 
leków katalizowany przez CYP2D6 obniża ich tempo w yda­
lania z organizm u, co zwiększa ryzyko występowania tok­
sycznych działań niepożądanych [3,16]. Jednym z przykła­
dów są leki antydepresyjne, np. nortryptylina, które są tok­
syczne dla pacjentów ze słabym metabolizmem (Tabela 2) 
[14], W przypadku zaś leków wymagających enzymatycznej 
aktywacji w obecności CYP2D6, np. leków o działaniu an- 
tyarytmicznym czy opioidowych leków przeciwbólowych 
(kodeiny i tramadolu), brak izoenzymu CYP2D6 znacznie 
obniża skuteczność działania tych farmaceutyków [14,15].

-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25
Tempo przemian metabolicznych (log)

Rycina 3. Rozkład częstości występowania pacjentów o różnej zdolności do meta­
bolizmu z udziałem CYP2D6; EM, pacjenci z prawidłowym metabolizmem, PM, 
pacjenci „słabo metabolizujący" i UM, pacjenci „bardzo silnie metabolizujący" 
(na podstawie [11]).

Pełniący ważną 
rolę w metabolizmie 
ponad stu leków, 
izoenzym CYP2C9 
występuje w kilku 
odm ianach polimor- 
ficznych. Odm iany 
tego białka różniące 
się jednym  am ino­
kwasem, CYP2C9*2 
i CYP2C9*3, w ystę­
pują odpow iednio u 
około 20% populacji 
kaukaskiej i zaledwie 
u 2 do 3% azjatyckiej 
grupy etnicznej. Ich 
obecność odpow iada 
za obniżony m eta­
bolizm wielu leków, 
w śród których znaj­
dują się m.in. leki 
a n t y k o a g u l a c y j n e  
(warfaryna i aceno- 
kumarol), powszech­
nie stosowane nieste- 

roidowe leki przeciwzapalne (ibuprofen i diklofenak) i lek 
przeciwpadaczkowy (fenytoina). Dobrze poznano w klinice 
wpływ  polimorfizmu CYP2C9 na działanie warfaryny, ob­
niżającej krzepliwość krwi. Szczególnie pacjenci z wersją 
genu CYP2C9*3 bardzo słabo metabolizują warfarynę, co 
powoduje, że tylko 10% jej ilości zostaje w ydalone z organi­
zm u w określonym czasie. Utrzymujące się zbyt długo w y­
sokie stężenie leku we krwi stwarza zagrożenie krwotoku 
wewnętrznego [15]. W przypadku tych pacjentów dawka 
warfaryny powinna być około 10-16 razy niższa. Podobnie 
jest w  przypadku fenytoiny. Pacjenci z allelem CYP2C9*2 i 
CYP2C9*3 wymagają stosowania dawki leku niższej o jedną 
trzecią niż osoby z niezmienionym typem  białka. W prze­
ciwnym razie za wysokie stężenie fenytoiny jest toksyczne 
dla układu nerwowego [14],

CYP2C19

Badania przem ian mefenytoiny stosowanej w  leczeniu 
padaczki i obserwacja nietypowego przebiegu terapii tym 
lekiem pozwoliły na odkrycie odm ian polimorficznych izo­
enzym u CYP2C19. G rupa słabo metabolizujących pacjentów 
znacznie częściej występuje u Azjatów (23-30%) niż wśród 
kaukaskiej grupy etnicznej (1-13%). Dotychczas zidentyfiko­
wano około 15 alleli tego genu, z których sześć, CYP2C19*2 
do *8 koduje nieaktywny enzym. Dwa główne allele to CY- 
P2C19*2 z mutacją punktow ą w  eksonie 5 i CYP2C19*3 za­
wierający kodon „stop" w eksonie 4 [14,16], Jednym z leków 
metabolizowanych przez izoenzym CYP2C19 jest omeprazol, 
który należy do inhibitorów pom py protonowej, zmniejsza­
jąc wydzielanie protonów  do światła żołądka i jest stoso­
wany w leczeniu w rzodów  żołądka. Podczas stosowania 
om eprazolu u pacjentów słabo metabolizujących (Tabela 2) 
zaobserwowano niekorzystny efekt wzrostu stężenia jonów
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wodorowych, a przy dłuższej terapii wzrost wydzielania 
kwasu solnego w jamie żołądka [15].

CYP3A4

Izoenzym  CYP3A4 jest jednym  z kluczow ych izoenzy­
m ów cytochrom u P450 i uczestniczy w m etabolizm ie w ie ­
lu różnych zw iązków  endogennych (takich jak kortyzol, 
testosteron, estradiol i progesteron), jak i pow szechnie 
stosow anych leków [17]. N ależą do nich erytrom ycyna, 
m idazolam , a także leki p rzeciw now otw orow e np. eto- 
pozyd i tam oksyfen. Obecnie znanych jest około 40 alleli 
genu kodującego izoenzym  CYP3A4. Najbardziej ro zp o ­
w szechnioną w śród ludzi odm ianą polim orficzną genu 
tego białka jest CYP3A4*1B w ystępująca u ponad  połow y 
populacji afroam erykanów  i tylko u 5% populacji k au ­
kaskiej, natom iast nie w ystępująca u azjatyckiej g rupy  
etnicznej. Pozostałe odm iany polim orficzne izoenzym u 
CYP3A4 m im o, że jest ich stosunkow o dużo, w ystępują 
znacznie rzadziej, bo tylko u 2-3% ogólnej populacji [18]. 
Nie udało  się w  pełni wyjaśnić znaczenia m utacji w genie 
CYP3A4 dla p rzem ian m etabolicznych katalizow anych 
przez ten enzym . Okazało się bowiem , że w iększość ba­
danych reakcji, w tym  m etabolizm  testosteronu i p roge­
steronu, zachodzi w bardzo zbliżony sposób z udziałem  
praw id łow ego i zm utow anego  enzym u CYP3A4. W yjąt­
kiem jest zm iana w przebiegu m etabolizm  testosteronu 
w obecności genów  białek o allelach CYP3A4*17 i CY- 
P3A4*18. O bniżoną aktyw ność enzym u CYP3A4 zaobser­
w ow ano także podczas reakcji przem iany 6-hydroksykor- 
tyzolu do kortyzolu  u pacjentów posiadających odm iany  
genów CYP3A4*4, *5, i *6 [19,20]. Nie w ykazano  więc 
jednoznacznie, że mutacje w genie kodującym  izoenzym

CYP3A4 mają, w  przeciw ieństw ie do innych izoenzym ów  
cytochrom u P450, istotny w pływ  na ak tyw ność katali­
tyczną tego białka. Biorąc pod uw agę niską częstotliw ość 
w ystępow ania  zm utow anych  form  u ludzi, polim orfizm  
izoenzym u CYP3A4 ma niew ielki w pływ  na m etabolizm  
leków i ich w ydalan ie  z organizm u.

POLIMORFIZM A TERAPIA PRZECIWNOWOTWOROWA 
I PODATNOŚĆ NA NOWOTWORY

Problem y wynikające z polim orfizm u genów  cytochro ­
m ów  P450 w ystępują zw łaszcza w terapii przeciw now o- 
tworowej. W ąskie „okno terapeutyczne" optym alnego  
stężenia leku jest p rzyczyną dużej podatności na m etabo ­
lizm leków przeciw now otw orow ych, a w  konsekw encji 
na efekty terapii u poszczególnych pacjentów. Jednym  z 
g łów nych izoenzym ów  m etabolizującym  leki p rzeciw no ­
w otw orow e jest CYP2B6. Dotychczas z identyfikow ano 25 
różnych alleli genu tego białka. W ykazano też, że ak tyw ­
ność izoenzym u CYP2B6 zależy rów nież od płci. N a p rz y ­
kład w reakcji N-dem etylacji S-m efenytoiny 7% kobiet 
i 20% m ężczyzn w ykazyw ało  obniżoną ak tyw ność tego 
izoenzym u [15]. Cyklofosfam id o w łaściw ościach p rze ­
ciw now otw orow ych ulega aktywacyjnej 4-hydroksylacji 
p rzed  w szystkim  w obecności izoform y CYP2B6*6 [9,17], 
U pacjentów  PM m etabolizm  cyklofosfam idu do jego ak ­
tywnej pochodnej hydroksylow ej jest zaham ow any, co 
w yw ołuje osłabiony efekt terapeutyczny  przy  danej d a w ­
ce (Tabela 2). Izoform a CYP2B6*6 bierze rów nież udział 
w m etabolizm ie leku o nazw ie efaw irenz stosow anego 
w  terapii skierowanej przeciw  HIV. W tym  p rzy p ad k u  
obniżona aktyw ność m etaboliczna ham uje de toksyka­
cję i obserw uje się silniejsze efekty uboczne zw iązane z

zaburzeniam i fu n k ­
cjonow ania uk ładu  
nerw ow ego [13,15]. 
W iadom o rów nież, 
że zm ieniony poziom  
niektórych izoenzy ­
m ów  np. CY P1A 1/2 
m oże mieć w pływ  na 
ryzyko zachorow ania  
i rozw oju n o w o tw o ­
rów  [17,18], CYP1A2 
jest enzym em  m eta ­
bolizującym  p rzede  
w szystkim  potencjal­
ne zw iązki kancero ­
genne do ich form  ak ­
tyw nych. P od w y ższo ­
ny poziom  CYP1A2 u 
osób o in tensyw nym  
m etabolizm ie zw ięk ­
sza stężenie we krw i 
aktyw nych m etaboli­
tów zw iązków  takich 
jak policykliczne w ę ­
glow odory a ro m a ­
tyczne, w  tym  benzo- 
[ajpiren, am iny he ­
terocykliczne pocho ­
dzące z p rzetw orzonej

Tabela 2. Efekty zahamowania metabolizmu leków u pacjentów z niską aktywnością izoenzymów cytochromu P450.

Izoenzym  
cyt. P450

Substrat Kategoria leku W ywołany efekt u  PM
Piśm ien­
nictwo

debrisoquina p /nadciśn ien iu zaostrzone efekty uboczne 19

nortryptylina p /  depresyjny 13

CYP2D6
fluoksetyna
kodeina

p /b ó lo w e zaostrzone efekty uboczne 
osłabiony efekt p /b ó lo w y

tram adol osłabiony efekt p /b ó lo w y 3,13,14

w arfaryna
acenokum arol

antykoagulacyjn
antykoagulacyjny

krw otok w ew nętrzny 
krw otok w ew nętrzny

3,12,13
13

CYP2C9
fenytoina p /p ad aczk o w y toksyczne efekty neurologiczne

tolbutam id p /cukrzycow y hipoglikem ia 3,13

CYP2C19

om eprazol podwyższający 
pH  żołądka

zaostrzone efekty uboczne,

przyspieszone tem po leczenia 
p rzy  stosow aniu klarytrom ycyny

3,12,13

diazepam antydepresyjny w ydłużone i nasilone 
działanie uspakajające

13

CYP2B6

cyclofosfamid*

efavirenz*

p . /  now otw orow y 

p /H IV

przyspieszony m etabolizm  
leku, silne efekty uboczne

zaostrzone skutki uboczne 
dotyczące uk ładu nerw ow ego

14.16

12.14.16
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żyw ności czy m ykotoksyny, takie jak aflatoksyna. Spo­
w odow ana polim orfizm em  ograniczona zdolność części 
populacji do m etabolizm u prokancerogenów  stanowić 
m oże jej na tura lną  obronę p rzed  działaniem  reaktyw nych 
m etabolitów.

INDUKCJA EKSPRESJI GENÓW IZOENZYMÓW P450

Jak w spom niano, aktyw ność katalityczna i poziom  
izoenzym ów  cytochrom u P450 w różnorodnych  tkan ­
kach zależy nie tylko od profilu genetycznego pacjenta, 
ale rów nież od w p ływ u czynników  zew nętrznych, w  tym  
kon tak tu  z ksenobiotykam i [5], Obecność ksenobiotyków  
w organizm ie m oże mieć w pływ  na indukcję ekspresji 
określonych izoenzym ów  cytochrom u P450 i wpływać, 
podobnie  jak polim orfizm  ich genów, na zróżnicow any 
m etabolizm  leków, a tym  sam ym  m odulow ać ich działa­
nie. Podczas indukcji transkrypcji decydującą rolę odgry ­
wają czynniki transkrypcyjne regulujące aktyw ność g ru ­
py genów, poprzez zw iązanie się do DNA w miejscach 
regulatorow ych.

RECEPTORY JĄDROWE

W śród czynników transkrypcyjnych wyodrębniono biał­
ka z rodziny bHLH-PAS i receptory jądrowe, do których 
należą: horm onalne receptory jądrowe (NHR). Przedsta­
wicielem bHLH-PAS jest czynnik AhR aktywowany przez 
wielopierścieniowe związki organiczne, w  tym dioksyny i 
ich pochodne [21]. Horm onalne receptory jądrowe tworzą 
rodzinę białek, w  obrębie której wyróżniono trzy główne 
klasy. Klasę I reprezentują receptory steroidowe, do których 
należą receptory: progesteronowy (PR), estrogenowy (ER), 
glukokortykoidowy (GR), androgenow y (AR) i mineralo- 
kortykoidowy (MR). Receptory tyroidowe stanowią II klasę, 
w skład której wchodzi receptor tyroidowy (TR), receptor 
witaminy D (VDR) i receptor kwasu retinolowego (RAR)
[22], Klasę III tworzą tzw. receptory „sieroce", do których 
należą: receptor pregnanu X (PXR), konstytutyw ny receptor 
androstanu (CAR), receptor aktywowany przez proliferato- 
ry peroksysomów (PPAR), w ątrobowy receptor X (LXR), re­
ceptor kwasów żółciowych (FXR) i receptor retinoidowy X 
(RXR) [23]. Wszystkie w ymienione czynniki transkrypcyjne 
określono mianem receptorów ksenobiotyków (XR), ponie­
waż aktywność biologiczna związków egzogennych zależy 
bezpośrednio od tych receptorów [21].

Hormonalne receptory jądrowe wykazują w obrębie całej 
rodziny podobieństwa strukturalne i funkcjonalne. W ich 
strukturze wyróżnia się w  rejonie C-końcowym domenę 
wiążącą ligand (LBD), o sekwencji zachowanej w  ewolucji, 
położoną centralnie dom enę wiążącą DNA (DBD), domeny 
aktywujące transkrypcję (AF-1 i AF-2) i centralną domenę 
typu „zawiasu" [24]. Domena DBD składa się z dwóch pal­
ców cynkowych, stanowiących m otyw umożliwiający roz­
poznanie sekwencji i związanie się białka do dużego rowka 
DNA w miejscu regulatorow ym  genu docelowego. Domena 
ta wiąże się z sekwencją zawierająca powtórzenia AGAACA 
lub AGGTCA. Powtórzenia tworzą sekwencje zgodne, które 
mogą być proste (DR), odwrócone (IR) lub naprzeciwległe 
(ER). Domena LBD składa się z a-helis osłaniających hydro­
fobowy rdzeń będący miejscem wiązania z ligandem. Za-

Receptor nieaktywny

B

Receptor aktywny

Rycina 4. Schemat działania receptorów jądrowych (na podstawie [24,27]). A, 
nieaktywny heterodimer receptorów NR i RXR, przyłącza białka korepresorowe, 
które oddziałują z deacetylazą histonową, HDAC, uniemożliwiając rozluźnienie 
chromatyny; B, aktywny receptor indukuje zmiany konformacyjne tak, że w miej­
sce korepresora przyłącza się koaktywator. Koaktywator aktywuje acetylotranfe- 
razę histonową, HAT i białka histonowe ulegają acetylacji, co powoduje zmniej­
szenie ich powinowactwa do DNA, rozluźnienie struktury chromatyny, a przez 
to udostępnienie rejonów genu dla czynników transkrypcyjnych.

wiera również sygnał kierujący do jądra komórkowego oraz 
m otyw odpowiedzialny za zmianę konformacji receptora 
pod w pływ em  związania liganda lub agonisty. Na C-końcu 
LBD znajduje się m otyw AF-2, o sekwencji Leu-X-X-X-X- 
Leu, którego rolą jest aktywacja transkrypcji. Podobną rolę 
pełni AF-1. W regionach dom en AF znajdują się też sekwen­
cje wiązania specyficznych koaktywatorów oraz sekwencje 
warunkujące powinowactwo receptora do określonych 
promotorów. Region „zawiasowy" pozwala na zmienność 
konformacji białka pod wpływ em  wiązania z ligandem. Jest 
miejscem wiązania się korepresorów transkrypcji i zawiera 
też sygnał translokacji do jądra [25].

Przed związaniem do sekwencji regulatorowej w  DNA 
etapem  w stępnym  mechanizmu działania receptorów ją­
drowych jest modyfikacja struktury chromatyny, prow a­
dząca do jej rozluźnienia. W sytuacji gdy receptor nie jest 
aktywny, chromatyna występuje w  formie skondensowanej 
(Ryc. 4A), gdyż reszty lizyn w histonach nie są zacetylo- 
w ane i dostęp do DNA jest utrudniony. W taki w ypadku 
heterodim er receptora NR i RXR może wiązać specyficzne
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Tabela 3. Zestawienie receptorów i indukowanych przez nie izoenzymów cytochromu P450.

Receptor Izoenzymy cytochrom u P450

PXR — receptor X pregnanu CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, CYP2C9, CYP2C19, CYP2C8

CAR — konstytu tyw ny receptor androstanu CYP2B1, CYP2B2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4

AHR — Aryl hydrocarbon receptor CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1

PPAR — receptor aktyw ow any przez proliferatory peroksysom ów CYP4A1, CYP4A2, CYP4A3

LXR — receptor X w ątrobow y CYP7A1

FXR — receptor X farnesolu CYP7A1

korepresory, NCoR i SMRT, oddziałujące z deacetylazami 
historio wy mi (HDAC). Konsekwencją takiego stanu jest za­
ham owanie transkrypcji [26]. W odpowiedzi na aktywację 
receptora, np. poprzez związanie z ligandem łub poprzez 
fosforylację, znacząco zmienia się struktura dom eny w ią­
żącej ligand, prowadząc do zmiany położenia domeny ak­
tywacyjnej AF-2 (Ryc. 4B). Następuje wówczas dysocjacja 
korepresora, którego zastępuje koaktywator, np. SRC-1, lub 
p300/ CPB. Koaktywator aktywuje acetylotransferazę histo- 
nową (HAT) i białka histonowe zostają zacetylowane, co 
powoduje zmniejszenie ich powinowactwa w  stosunku do 
DNA. W konsekwencji obserwuje się rozluźnienie struktury 
chromatyny, dzięki czemu odpowiednie rejony genów stają 
się dostepne. W ten sposób lub poprzez inne działanie ko- 
aktywatora aktywowane są kolejne białka i kompleks trans- 
krypcyjny przechodzi do stanu aktywnego, co umożliwia 
przyłączenie polimerazy RNAII [27],

Badania ostatniej dekady wykazały, że wiele różnorod­
nych ksenobiotyków będących substratami izoenzymow 
cytochromu P450, jest również induktoram i ich receptorów 
jądrowych [28]. Tak więc receptory jądrowe i geny kodu­
jące izoenzymy P450 tworzą sieć powiązań i zależności, w 
których enzymy metabolizując specyficzne ligandy recep­
torów wpływają na ich odpow iedź prowadzącą do induk­
cji ekspresji genów tych enzymów. Zależność ta ma zatem 
charakter regulacji typu sprzężenie zwrotne. Spośród recep­
torów jądrowych najważniejsze w regulacji ekspresji genów 
kodujących cytochromy P450 są dw a z nich, PXR, CAR. W 
tym procesie odgrywają również role receptory PPAR, LXR 
i FXR (Tabela 3).

EKSPRESJA GENÓW CYP3A I CYP2B

Dwa receptory jądrowe, PXR i CAR, odgrywają główną 
rolę w indukcji genów, odpowiednio CYP3A i CYP2B. Ro­
dziny białek CYP3A i CYP2B to izoenzymy P450 kluczowe 
dla metabolizmu większości leków stosowanych w klinice, 
stąd receptory jądrowe PXR i CAR wzbudzają największe 
zainteresowanie spośród wszystkich receptorów jądro­
wych. Oba receptory określane były wcześniej, zgodnie z 
koncepcją „odwrotnej endokrynologii", jako „receptory sie­
roce", gdyż najpierw zidentyfikowano ich geny, a następnie 
dzięki identyfikacji ligandów specyficznych dla białek PXR 
i CAR poznano ich rolę w  metabolizmie ksenobiotyków
[29]. Jednak lista genów regulowanych przez oba receptory 
jest znacznie szersza (Tabela 4). Należą do niej zarówno en­
zymy biorące udział w  oksydacyjnym utlenianiu ksenobio­
tyków w  fazie I metabolizmu, jak i w  koniugacji fazy II i w 
transporcie zaliczanym do fazy III przem ian ksenobiotyków
[30]. PXR i CAR okazały się również niezbędne w ochronie
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mózgu, ponieważ m ogą wzmacniać barierę krew -m ózg po­
przez indukcję syntezy glikoproteiny P, należącej do rodzi­
ny białek ABC, która jest transporterem  błonow ym  [31]. W 
przypadku obu receptorów droga przekazyw ania sygnałów 
dla uruchom ienia transkrypcji jest jeszcze niejasna. Wyniki 
badań prow adzonych na m yszach pozwoliły na stw ierdze­
nie, że przynajmniej na ostatnim  etapie zachodzącym  w ją­
drze komórkowym, m echanizmy działania obu receptorów 
PXR i CAR, są podobne.

Pierw sze doniesienia na tem at receptora p regnanu  
(PXR) pojawiły się w 1998 roku  [32], Receptor PXR w y ­
stępuje p rzede w szystkim  w w ątrobie, w jelicie cienkim, 
w jelicie grubym  i w  nerkach. Endogennym i ligandam i 
PXR są pregnany, od k tórych receptor w ziął swoją na ­
zw ę i do których w ykazuje najsilniejsze pow inow actw o. 
W nieobecności liganda w  cytoplazm ie recep tor tw orzy 
kom pleks z białkam i Hsp90 i CCRP (Ryc. 5). Istnienie 
kom pleksu PXR:Hsp90:CCRP zostało po tw ierdzone eks­
perym entalnie. Stw ierdzono bow iem , że w w yniku  nade- 
kspresji genów  kodujących białko CCRP, ilość cząsteczek 
receptora PXR w cytoplazm ie w zrasta  [33]. Przyłączenie 
liganda, k tórym  może być np. rifam picyna (RF), aktyw uje 
receptor, co p row adzi do dysocjacji kom pleksu  z b iałka­
mi opiekuńczym i i um ożliw ia transpo rt receptora do ją­
dra. Tam receptor p regnanu tw orzy  he terod im er z recep ­
torem  RXR. Jednocześnie następuje  zw iązanie koaktyw a- 
tora, rozluźnienie chrom atyny  i d im er PXR/RXR w iąże 
się ze specyficznym i sekw encjam i DNA. W p rzy p ad k u  
CYP3A4 człowieka są to tzw. elem enty odpow iedz i na 
ksenobiotyki (XREM i ER6), które bezpośrednio  indukują  
transkrypcję [34,35].

PXR jest receptorem o dość szerokiej specyficzności i 
słabym powinowactwie do ligandów. N a podstaw ie struk ­
tury krystalicznej dom eny wiążącej ligand stw ierdzono, że 
hydrofobowa kieszeń, jako miejsce w iązania liganda jest 
większa niż u większości receptorów jądrowych. W pobliżu 
kieszeni znajduje się dodatkow a pętla, co praw dopodobnie 
daje możliwość w iązania się do niej zarówno większych jak 
i mniejszych ligandów. Co więcej, analiza struktury  krysta­
licznej LBD z wybranym  ligandem  pozwoliła stwierdzić, 
że ligand może być umieszczony w niszy dom eny w trzech 
różnych położeniach [25], Tak więc PXR, odm iennie od in­
nych receptorów jądrowych, jest dość „wszechstronnym " 
receptorem, zdolnym  do oddziaływ ania z wieloma liganda­
mi. Jest też zaangażow any w  m etabolizm kw asów  żółcio­
wych. Z jednej strony może być indukow any przez kwasy 
żółciowe, z drugiej strony jest zaangażow any w ham ow anie 
ekspresji genu izoenzymu CYP7A, katalizującego reakcję 
biosyntezy kwasów żółciowych z cholesterolu. Dodatko-
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Rycina 5. Schemat szlaku przenoszenia sygnału z udziałem receptorów jądro­
wych PXR i CAR (według [32,34]). W nieobecności liganda, w cytoplazmie re­
ceptory PXR i CAR tworzą kompleks z białkami Hsp90 i CCRP. Przyłączenie 
rifampicyny (RF) prowadzi do dysocjacji kompleksu z białkami opiekuńczymi 
i umożliwia transport receptora do jądra, gdzie tworzy heterodimer z RXR. Jed­
nocześnie następuje związanie koaktywatora i dimer PXR/RXR wiąże się do mo­
tywu XREM sekwencji DNA, co indukuje transkrypcję mRNA. Fenobarbital (PB) 
prawdopodobnie indukuje fosfatazę PP2A, która katalizuje reakcję defosforylacji 
receptora CAR, umożliwiając jego transport do jądra. Tam mogą nastąpić dalsze 
modyfikacje CAR, po czym tworzy się heterodimer CAR/RXR, który rozpoznaje 
specyficzną sekwencję PBREM, aktywując polimerazę RNAII.

Tabela 4. Geny docelowe dla receptorów PXR i CAR oraz AhR.

Geny docelowe dla receptora PXR

wo, PXR bierze udział w  indukcji ekspresji genów białek 
transformujących kwasy żółciowe do ich nietoksycznych 
metabolitów oraz genów kodujących białka transportujące 
te metabolity poza komórkę [21]

Konstytutywny receptor androstanu (CAR), występuje 
głównie w wątrobie, a w  mniejszej ilości w  jelicie cienkim 
i w  żołądku. W odróżnieniu od większości receptorów ją­
drowych, które składają się z pięciu domen, CAR posiada 
trzy: dom enę wiążącą DNA, region zawiasowy i domenę 
wiążącą ligand [33]. Został początkowo zidentyfikowany 
jako receptor konstytutywny niewymagający do aktywacji 
związania z ligandem. Wcześniej wykazano, że fenobarbital 
(PB), indukuje ekspresję genów kilku rodzin izoenzymow 
P450, szczególnie CYP2B. Jednak nie udało się wówczas 
wykazać, że PB jest ligandem jakiegokolwiek receptora. 
Znaleziono natomiast rejon regulatorowy genu CYP2B2, 
na którego aktywację miał w pływ  PB. Region ten nazwany 
PBREM [36,37] w zbudził nadzieję na identyfikację recepto­
ra PB. Jednocześnie, w  trakcie niezależnie prowadzonych 
badań odkryto jądrowy receptor sierocy, tworzący hetero­
dim er z RXR i wiążący się z sekwencją RARE DNA. Drugie 
białko dim eru zidentyfikowano wówczas jako CAR, opie­
rając się na fakcie, że może on aktywować transkrypcję z 
m odułu RARE, bez konieczności przyłączenia egzogennego 
liganda. W wyniku dalszych badań udało się wykazać, że 
CAR w ykryty w kompleksie RXR wiążącym się do sekwen­
cji RARE jest tym sam ym  receptorem, który miał wpływ na 
ekspresję genu CYP2B poprzez oddziaływanie z regionem 
PBREM. Okazało się zatem, że CAR może regulować induk­
cję CYP2B z udziałem PB. W ykazano też, że w hepatocytach 
w nieobecności liganda, CAR, podobnie jak PXR, jest zlokali­
zowany w cytosolu, a jego transport do jądra jest zależny od 
PB lub od związków o podobnych właściwościach mimo, że 
nie są ligandami tego receptora [25]. Wyniki innych badań 
udowodniły, że ligandem CAR u m yszy jest metabolit testo­
steronu, androstan, będący odw rotnym  agonistą tego recep­
tora. Odw rotnym i agonistami CAR człowieka są oprócz an­
drostanu także polichlorowane węglowodory aromatyczne, 
chlorowane pestycydy (np. DDT i metoksychlor) oraz lek 
przeciwgrzybiczy, klotrimazol [37], Zidentyfikowano też 

------------------------------------ związek o właściwościach se­
lektywnego agonisty CAR; jest 
nim  pochodna imidazotiazolu 
-  CITCO.[38]

CYP3A4; CYP3A5; CYP3A7; CYP2B6; CYP2C8; CYP2C9; CYP2C19 -  I faza m etabolizm u 
S U IT  (sulfotransferaza); UGT1A1, UGT1A3 (UDP-glukuronylotransferaza) — II faza m etabolizm u 
MDR1, MRP1 — geny kodujące białka transportow e z rodziny ABC

Geny docelowe dla receptora CAR

CYP2B1; CYP2B2; CYP2B6; CYP2C9; CYP2C19; CYP3A4 -  I faza m etabolizm u
SULT  (sulfotransferaza); UGT1A1, UGT2B1 (UDP-glukuronylotransferaza) — II faza m etabolizm u
MRP1 — geny kodujące białka transportow e z rodziny ABC

Geny docelowe dla receptora AHR

CYP1A1; CYP1A2; CYP1B1 -  I faza m etabolizm u
GSTA2 — tranferaza glutationu — II faza m etabolizm u
UGT1A1, UGT1A6 (UDP-glukuronylotransferaza) — II faza m etabolizm u
p21; p27; c-jun; junD; IL-2; Bax; IGFBP-1 — proliferacja i różnicow anie kom órek

W świetle powyższych fak­
tów wydaje się, że działanie re­
ceptora CAR może przebiegać 
co najmniej dw om a drogami, 
poprzez jego ligandy będące 
odw rotnym i agonistami oraz 
poprzez działanie fenobarbi- 
talu, którego struktura odbie­
ga od agonistów CAR (Ryc. 5). 
Obie drogi prow adzą jednak do 
umiejscowienia tego receptora 
w  jądrze i wiązania z tą samą 
sekwencją DNA. Fenobarbital 
praw dopodobnie indukuje fos­
fatazę PP2A, która katalizuje 
reakcję defosforylacji receptora,
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umożliwiając w ten sposób jego transport do jądra, gdzie 
być może zachodzi ponow na fosforylacja. W jądrze mogą 
nastąpić dalsze modyfikacje CAR, związane z oddziały­
waniem koregulatorów typu SMRT, SRC-1 lub GRIP-1, po 
czym, podobnie jak w przypadku PXR, tw orzy się heterodi- 
mer CAR/RXR. W formie dim eru receptor rozpoznaje spe­
cyficzną sekwencję PBREM, która jest zachowana w  ewolu­
cji u różnych gatunków i zawiera motywy DR3, DR5 i ER6, 
będące również sekwencjami rozpoznawczym i dla PXR. W 
następstwie rozpoznania sekwencji następuje oddziaływ a­
nie z białkami odpowiedzialnym i za transkrycję [38,39],

Podsumowując, indukcja ekspresji genów z udziałem 
PXR i CAR ma wiele punktów  stycznych. Oba receptory 
mogą indukować te same geny poprzez te same sekwencje 
rozpoznawcze, chociaż rola typowych induktorów  rifampi- 
cyny i fenobarbitalu w ekspresji tych genów jest odm ien­
na. Szczególnie zaproponow any model działania PB, nie 
będącego ligandem CAR, może wskazywać, że mechanizm 
kowalencyjnej modyfikacji aktywności białka przez fosfory- 
lację może być istotny również w przypadku innych recep­
torów jądrowych. Do wyjaśnienia pozostaje też odpow iedź 
na pytanie czy istnieją endogenne ligandy tych receptorów 
lub ich endogenni agoniści.

EKSPRESJA GENÓW CYP1A

Geny kodujące izoenzymy CYP1A są genami docelowymi 
dla receptora AhR należącego do rodziny czynników trans- 
krypcyjnych bHLH-PAS. Jego rola w  indukcji metabolizmu 
związków kancerogennych została poznana wcześniej niż 
rola PXR i CAR w metabolizmie leków. AhR zawiera dom e­
nę bHLH, znajdującą się na N-końcu białka, którą tworzą 
dwie a-helisy  oraz motyw zbudow any z hydrofobowych 
reszt aminokwasowych. Bierze on udział w  tw orzeniu di- 
merów na szlaku przekazywania sygnałów i odpow iednim

ich „ustawieniu" w rejonie regulatora transkrypcji. Domeny 
PAS są niezbędne dla wiązania białek opiekuńczych, Hsp90 
i XAP2, zawierają dom enę wiążącą ligandy oraz miejsce 
tworzenia heterodim eru z ARNT. Domena C-terminalna 
(TAD) jest odpow iedzialna za aktywację transkrypcji [21].

Receptor AhR jest syntetyzowany prawie w  każdej tkan­
ce, u wielu gatunków  zwierząt (gady, ptaki, ryby i ssaki), 
przy czym różni się w  tych organizmach m asą cząstecz­
kową, a także budow ą rejonu wiążącego ligand. W konse­
kwencji obserwuje się m iędzygatunkow e różnice w pow i­
nowactwie do liganda. Jednak mechanizm przekazyw ania 
sygnału jest u wszystkich kręgowców bardzo podobny i u 
wszystkich prow adzi do indukcji ekspresji CYP1A  [25], Naj­
lepiej poznanym i agonistami AhR są dioksyny (wykazują 
najwyższe powinowactwo do AhR), policykliczne węglo­
w odory aromatyczne (benzo[a]piren i 3-metylocholantren) 
i polichlorowane bifenyle. Egzogennymi Ugandami są też 
związki pochodzenia naturalnego z grupy flawonoidów, 
indoli i karotenoidów zawarte w  herbacie, ziołach, owocach 
i warzywach. Ciągle poszukuje się endogennych ligandow 
AhR. Istnieje duże praw dopodobieństw o, że jest nim m.in. 
kwas arachidonowy oraz produkty  m etabolizmu hemu, np. 
bilirubina [40].

W stanie niezw iązanym  z ligandem  receptor AhR zlo­
kalizow any jest w  cytoplazmie, w  kom pleksie z białkami 
opiekuńczym i, Hsp90, XAP2 i p23 (Ryc. 6). Rolą Hsp90 
jest p raw dopodobnie  „zakotwiczenie" receptora w  cyto­
plazm ie oraz utrzym anie go w konformacji zapewniającej 
wysokie pow inow actw o do liganda, podczas gdy XAP2 
u trzym uje odpow iedni stopień pofałdow ania białka, a p23 
kontroluje etap związania liganda. Po zw iązaniu liganda 
AhR ulega zm ianie konformacyjnej, eksponując sekwencję 
kierującą do jądra kom órkow ego (NLS) i w  konsekw en­
cji transportow any jest do jądra. Tam następuje dysocja- 

cja kom pleksu receptora z białkami 
opiekuńczym i i zw iązany z ligandem  
receptor wiąże się z białkiem ARNT. 
H eterodim er A hR /A R N T oddziałuje 
następnie z koaktyw atoram i (p300/ 
CPB) indukującym i acetylotransfera- 
zę histonow ą (HAT), po czym w iąże 
się ze rejonem genu docelowego o se­
kwencji 5'-TNGCGTG-3' i aktywuje 
transkrypcję [40], Podana sekwencja 
regulatorow a została po raz  pierw szy 
zidentyfikow ana w genie kodującym  
CYP1A1 m yszy i nazw ano ją DRE lub 
XRE. Sekwencję DRE zidentyfikow ano 
w wielu genach indukow anych przez 
receptor AhR, nazw anych genam i Ah, 
do których należą nie tylko CYP1A1, 
CYP1A2, CYP1B1, ale także geny ko­
dujące inne enzym y, np. zależną od 
N ADPH oksydoreduktazę chinonową, 
dehydrogenazę aldehydow ą, transfe- 
razę U D P-glukuronianow ą i transfera- 
zę glutationow ą. AhR pełni zatem  rolę 
m ediatora pom iędzy indukcją m etabo ­
lizmu aktywacyjnego i detoksykacyj- 
nego ksenobiotyków  [25].
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Rycina 6. Schemat działania receptora AhR (na podstawie [39]). W stanie niezwiązanym z ligandem receptor 
AhR znajduje się w cytoplazmie, w kompleksie z białkami opiekuńczymi: Hsp90, XAP2 i p23. Po związaniu 
liganda AhR transportowany jest do jądra, gdzie następuje dysocjacja kompleksu receptora z białkami opie­
kuńczymi i związany z ligandem receptor wiąże się z białkiem ARNT. Heterodimer AHR/ARNT oddziałuje 
z koaktywatorami po czym wiąże się do specyficznego regionu regulatorowego o sekwencji 5'-TNGCGTG-3' 
i aktywuje transkrypcję CYP1A
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Zwraca uw agę fakt, że przedłużone działanie agonisty 
AhR nie tylko aktywuje jego transkrypcję, ale indukuje rów ­
nież syntezę własnego represora, białka AhRR. Znajduje się 
ono w jądrze kom órkowym  i wiąże ARNT. Powstały hetero- 
dimer, AhRR/ ARNT, podobnie jak A hR / ARNT, wiąże się 
z sekwencją DRE i tym  samym hamuje działanie receptora 
AhR [41]. Natom iast droga proteolitycznej degradacji białka 
AhR jest indukow ana przez sekwencję eksportu jądrowe­
go, która odgryw a kluczową rolę w  usuw aniu receptora z 
jądra. W cytoplazmie, AhR ulega niemal natychmiastowej 
ubikwitylacji. W nieobecności liganda, receptor w komplek­
sie z białkami opiekuńczymi nie ulega degradacji [42],

ROLA RECEPTORÓW JĄDROWYCH W 
ODDZIAŁYWANIACH LEK-LEK

Chociaż indukcja ekspresji genów kodujących izoenzymy 
cytochromu P450 jest odpowiedzią adaptacyjną jako ochrona 
przeciwko działaniu ksenobiotyków, jednakże odpowiedź 
ta stanowi jednocześnie źródło oddziaływań lek-lek. Anali­
zując geny docelowe dla poszczególnych receptorów jądro­
wych można zauważyć, że receptory PXR i CAR pośredniczą 
w  regulacji największej liczby enzymów i białek transportu­
jących uczestniczących w biotransformacji leków. Aktywacja 
tych receptorów wiąże się, z ważnymi z klinicznego punku 
widzenia, oddziaływaniami pomiędzy stosowanymi farma­
ceutykami. Klasycznym tego przykładem są rifampicyna i 
hyperforyna, będące aktywatorami PXR oraz fenobarbital i 
fenytoina, aktywatory CAR. Aktywacja PXR i CAR pow odu­
je obniżenie stężenia innych ksenobiotyków i leków, które 
są przekształcane przez ulegające jednoczesnej indukcji izo­
enzymy CYP3A i CYP2B. Rifampicyna wpływa na poziom 
metabolizmu leków z grupy przeciwzakrzepowych, anty­
koncepcyjnych i glikokortykoidów. Wykazano, że stosowa­
nie RF już po 8 dniach powoduje wzrost stężenia mRNA ko­
dującego CYP3A4, glikoproteinę P i MRP2, co prowadzi do 
wzrostu tempa metabolizmu innych leków np. warfaryny. 
Podobnie jest w  przypadku hyperforyny, agonisty receptora 
PXR. Będąc aktyw nym  składnikiem leków antydepresyjnych 
przyjmowana w terapii łącznie z innymi lekami powoduje 
znaczącą zmianę w ich farmakokinetyce [43].

Aktywacja receptora PXR pociąga za sobą istotne konse­
kwencje kliniczne również w przypadku leków przeciwno- 
wotworowych. Długa ekspozycja komórek organizm u na 
działanie leków przeciwnowotworowych i ich metabolitów, 
może prow adzić do niebezpiecznych skutków sprzyjając na­
w rotow i choroby [44], Charakterystycznym przykładem  le­
ków, których działanie wywołuje odm ienne oddziaływania 
lek-lek są przeciwnowotworowe leki antymitotyczne: pa- 
klitaksol (PAC) i docetaksol (DOC). Oba związki są podob­
ne strukturalnie, jednak działają odmiennie na receptor PXR 
(Ryc. 7). Paklitaksol zachowuje się jak typowy agonista tego 
receptora. Wiąże się z nim, indukując dysocjację korepreso- 
ra SMRT, a następnie przyłączenie koaktywatora SRC-1, co 
pozw ala na oddziaływ anie z kompleksem transkrypcyjnym 
i ekspresję genów kodujących izoformy CYP3A4. Badania 
in vitro potwierdziły indukcję syntezy izoenzymu CYP3A4 
w w yniku traktow ania komórek paklitaksolem. Docetaksol 
nie wykazuje takiej zdolności. Okazało się, że powoduje on 
taką zmianę konformacji w  obrębie dom eny receptora w ią­
żącej ligand (LBD), która uniemożliwia dysocjację komplek-

Rycina 7. Mechanizm oddziaływania leków przeciwnowotworowych paclitakso- 
lu (PAC) i docetaksolu (DOC) z receptorem PXR (na podstawie [41,42]). PAC wią­
że się z PXR indukując dysocjację korepresora SMRT, a następnie przyłączenie 
koaktywatora SRC-1, co pozwala na oddziaływanie z kompleksem transkrypcyj­
nym i ekspresję genów CYP3A4. DOC powoduje zmianę konformacji w obrębie 
domeny receptora wiążącej ligand, co uniemożliwia dysocjaqę kompleksu z ko­
mpresorem SMRT, a więc uniemożliwia związanie z koaktywatorem i indukcja 
ekspresji genu CYP3A4 nie zachodzi.

su z korepresorem  SMRT, a więc uniemożliwia związanie z 
koaktywatorem  i w konsekwencji nie obserwuje się induk­
cji ekspresji genu CYP3A4 [45,46]. Tak więc podczas terapii 
wielolekowej z paklitaksolem podwyższonej metabolicznej 
aktywacji będą ulegały leki metabolizowane przez CYP3A4, 
co nie nastąpi w  przypadku docetaksolu.

Oddziaływania lek-lek są również obserwowane podczas 
stosowania tamoksyfenu i cyklofosfamidu. Z jednej strony 
oba leki obniżają stężenie w  cytoplazmie związków poda­
wanych z nimi jednocześnie. Z drugiej strony tamoksyfen, 
będąc antagonistą receptorów estrogenowych, wiąże się z 
receptorem w tym samym miejscu co estradiol. Jednak nie 
mieści się w kieszeni wiążącej ligand i indukuje takie zmiany 
konformacyjne białka, które powodują zablokowanie eks­
presji odpowiednich genów [46], Cyklofosfamid z kolei, jest 
metabolizowany przez CYP3A4 i CYP2B6 do cytotoksycz- 
nego 4-hydroksycyklofosfamidu. Stosowanie łącznie cyklo­
fosfamidu z typowymi agonistami receptorów PXR i CAR, 
fenobarbitalem, dexametazonem i rifampicyną, prowadzi do 
wysokiego stężenia toksycznego metabolitu [48].

Inaczej niż paklitaksol, tamoksyfen i cyklofosfamid dzia­
ła ET-743 (Yondelis®). Związek jest antagonistą receptora 
PXR i wykazano, że prow adzi do inhibicji ekspresji nie tylko 
genu Cyp3A4, ale również genu białka błonowego MDR1. 
Funkcją białka MDR1 jest usuw anie z komórki związków 
hydrofobowych, w tym większości leków przeciwnowo­
tworowych, co znacznie obniża ich efektywne stężenie pro ­
wadząc do oporności na leki. Dlatego stosowanie ET-743
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łącznie z doksorubicyną podw yższa jej stężenie w  komórce, 
co w rezultacie daje lepszy efekt terapii przeciwnowotwo- 
rowej [49],

PODSUMOWANIE

Polimorfizm genów cytochromów P450 oraz indukcja ich 
ekspresji, różnią się w  swojej naturze, mimo że obie grupy 
czynników mają istotny wpływ na aktywność enzymów 
metabolizujących substancje endo- i egzogenne, w  tym leki, 
substancje toksyczne i kancerogeny. Wiedza o skutkach po­
limorfizmu genów enzymów metabolizujących pozwala z 
jednej strony przewidzieć różnice w efekcie działania leków 
u różnych pacjentów, z drugiej zaś określić ryzyko zacho­
rowania na choroby wynikające z metabolizmu związków 
toksycznych obecnych w środowisku, w tym związków pro- 
kancerogennych. Zatem genotypowanie izoenzymów P450 
może pomóc w identyfikacji pacjentów zagrożonych w y­
stąpieniem efektów ubocznych związanych z osłabionym 
m etabolizmem lub ze zbyt silną aktywacją leków. Powstały 
w tym celu bazy danych o różnicach w strukturze genów 
enzym ów i o częstości ich występowania wśród różnych 
populacji, m.in. „Hap Map Project" [13]. Identyfikacja recep­
torów odpowiedzialnych za ekspresję genów kodujących 
enzymy metabolizujące leki oraz ich ligandów, agonistów i 
antagonistów to ciągle cel intensywnych prac badawczych. 
Zmierzają one do określenia mechanizmów przekazywania 
informacji od receptora do czynników transkrypcyjnych i 
polimerazy RNAII. Ostatnie 10 lat przyniosło istotne posze­
rzenie w iedzy o receptorach jądrowych PXR i CAR związa­
nych z metabolizmem leków, wcześniej poznano rolę AhR 
w aktywacji związków kancerogennych oraz znaczenie 
PPAR dla metabolizmu kwasów tłuszczowych. Wiedza o 
indukcji genów enzymów katalizujących [3- i co-oksydację 
kwasów tłuszczowych z udziałem PPAR pozwoliła znaleźć 
nowe ligandy tego receptora i rozszerzyć grupę leków zw a­
nych fibratami, których prekursorem  jest obniżający stęże­
nie triglicerydów i cholesterolu w osoczu, klofibrat. Fakt ten 
stwarza nadzieję, że poszerzenie wiedzy o mechanizmach 
indukcji genów metabolizujących z udziałem PXR i CAR 
pozwoli efektywniej sterować terapią wielolekową pacjen­
tów cierpiących na wiele trudnych do wyleczenia chorób, w 
tym chorób nowotworowych.
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Polymorphism and the level of P450 gene expression in xenobiotic metabolism
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ABSTRACT
Polymorphism and the level of P450 gene expression influence metabolic pathway of xenobiotics. The highest number, over 40 polymorphic  

forms were determined for CYP2D6 enzyme and they expressed various activity. Whereas, only two forms of lower activity were found in the 
case o f CYP2C9. However, CYP3A4 mutations have not influenced metabolic activity of the enzyme. Three transcription factors PXR, CAR 
and AhR are crucial for gene expression regulation of cytochrome P450. They regulate the induction of CYP3A4, CYP2B6 and CYP1A2 genes, 
respectively. PXR is activated by binding specific ligand, whereas the activator of constitutive CAR receptor seems not to be the ligand and 
it might induce dephosphorylation. After being transported to the nucleus, activated receptors PXR, CAR or AhR formed heterodimers and 
then, with participation of the follow ing coactivators bind to PBREM, XREM or DRE regulatory motifs of DNA, respectively. The activation 
of nuclear receptors strongly influences the drug-drug interactions that are essential for the efficiency of drug, particularly in the field of an­
ticancer therapy.
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STRESZCZENIE

Jednym z czynników bezpośrednio wpływających na zawartość określonego białka w  
komórce jest regulacja czasu półtrwania jego transkryptu. Dany transkrypt może pełnić 
swoją funkcję jako matryca dla wielokrotnej syntezy tego samego białka tak długo, jak dłu­

go pozostaje on w  cytoplazmie, w  formie związanej z rybosomami. Transkrypt ten może 
być także aktywnie usuwany w procesie degradacji, który podobnie jak proces transkrypcji 
podlega ścisłej regulacji. Ilość wolnego mRNA, które może ulec związaniu z rybosomami 
jest najczęściej bardzo mała i jest w ynikiem  różnicy w szybkości jego syntezy i rozkładu. O 
tym czy dany transkrypt będzie stabilny, czy też zostanie skierowany na drogę degradacji 
decydują głównie białka wiążące mRNA. Stanowią więc one ważny czynnik decydujący o 
wydajności wykorzystania danego transkryptu. W niniejszym artykule opisano podstawo­
w e ścieżki degradacji zarówno prawidłowo zsyntetyzowanego, jak i w adliw ego mRNA, a 
następnie scharakteryzowano jedno z lepiej poznanych białek, pełniących istotną rolę w me­
tabolizmie krótko-żyjących mRNA — tristetraprolinę (TTP).

WPROWADZENIE

Powstawanie określonego białka w komórce jest procesem wieloetapowym, 
obejmującym transkrypcję, translację, fałdowanie oraz modyfikacje potransla- 
cyjne. Syntetyzowany w jądrze transkrypt podlega serii przekształceń. Do jego 
końca 5' dodaw ana jest czapeczka, wycinane są introny, a na końcu 3' dodaw any 
jest ogon poli(A). Jeszcze przed zakończeniem transkrypcji, do mRNA przyłą­
czane są białka odpowiadające za jego transport do cytoplazmy, m iędzy innymi 
kompleks wiążący czapeczkę, dimer białek CBP20 i CBP80 (ang. cap-binding pro­
tein), odpowiadający za oddziaływanie mRNA z porem  jądrow ym  i jego eksport 
[1], Już na tym etapie do nowopowstałego transkryptu przyłączone mogą zostać 
białka mające zdolność do kierowania go na drogę degradacji. Jeśli aktywowany 
zostanie egzosom (kompleks egzonukleaz i białek wiążących RN A) degradacja 
może zachodzić jeszcze w jądrze. Aktywacja egzosomu odbyw a się za pośred­
nictwem kompleksu białek TRAMP (ang. Trf4/5-Airl/2-Mtr4p polyadenylation 
complex), którego poszczególne podjednostki posiadają aktywność niezależnej 
od matrycy polimerazy poli(A), białka wiążącego RNA oraz helikazy RNA. Ten 
typ degradacji dotyczy głównie rRNA, nieprawidłowych tRNA, innych popula­
cji jądrowych RNA oraz transkryptów, które są strukturalnie wadliwe, np. nie 
uległy poliadenylacji [2].

N a terenie jądra komórkowego do transkryptów  przyłączany jest również 
kompleks białek EJC (eksonowy kompleks łącznikowy, ang. exon junctional 
complex), wiążący się z mRNA w odległości 20-24 nukleotydów  powyżej miejsc 
łączenia eksonów [3]. Jest on odpowiedzialny, razem z kom pleksem  inicjacji 
translacji i rybosomem, za aktywację m echanizm u prowadzącego do cytopla- 
zmatycznej degradacji transkryptów  posiadających przedw czesny kodon STOP 
(proces opisywany angielskim terminem NMD — nonsense-mediated decay) [4,5], 
Także transkrypty pozbawione kodonu STOP czy też transkrypty, których trans­
lacja została zablokowana, zostają szybko zdegradowane, głównie w wyniku 
aktywacji cytoplazmatycznego egzosomu (mechanizmy określane w  angielsko­
języcznej literaturze terminami no-stop decay oraz no-go decay) [6],

Istnienie procesów wymienionych powyżej (NMD, no-go decay, no-stop de­
cay) gwarantuje kontrolę jakości transkryptów. Jedynie mRNA z praw idłow ą 
strukturą (właściwe złożenie eksonów, brak przedwczesnych kodonów  STOP, 
obecność ogona poliadenylowego) jest stabilny, pozostaje w cytoplazmie i może 
służyć jako matryca dla syntezy białka.

DEGRADACJA PRAWIDŁOWYCH TRANSKRYPTÓW

Pula mRNA dostępnego w cytoplazmie jako matryca dla syntezy białka jest 
determ inow ana przez szybkość transkrypcji i eksportu z jądra oraz przez szyb-
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kość degradacji na dwóch wyspecjalizowanych drogach 
— w kierunku 5' do 3' oraz 3' do 5'. Możliwe jest również 
m agazynowanie mRNA w formie związanej z represorami 
translacji, na przykład z białkami TIA lub TIAR (ang. T-cell 
inhibitor of apoptosis oraz TlA-related protein) i niepełnym 
kom pleksem  inicjacji translacji. W formie związanej z w y­
mienionymi białkami mRNA nie ulega translacji [7], Dobrze 
udokum entow ane są ponadto procesy składowania trans- 
kryptów  genów odpow iedzi zapalnej w  tzw. granulach 
stresowych [8].

Degradacja praw idłow ego mRNA, niezależnie od drogi 
rozkładu, rozpoczyna się najczęściej od deadenylacji. Skra­
canie ogona poli(A) dotyczy wszystkich posiadających go

transkryptów. W komórkach eukariotycznych za deadeny- 
lację odpow iedzialne są białka C C R 4/PO P2/N O T [9,10], 
PARN (ang. polyA-specific RNase) [11] i PAN (ang. polyA-spe- 
cific nuclease) [12,13]. Deadenylacja nie polega na usunięciu 
wszystkich nukleotydów  adeninow ych z końca 3' trans- 
kryptu. Zazwyczaj pozostaje ich kilkanaście — kilkadziesiąt 
z ogona liczącego pierwotnie ponad  200 [12], N ajpraw dopo­
dobniej obecność pozostałych nukleotydów  adeninowych 
jest sygnałem aktywującym obie ścieżki degradacji.

W przypadku ścieżki 5' do 3' znacznie skrócona sekwen­
cja poli(A) jest rozpoznaw ana przez kompleks LSM1-7 (ang. 
U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm), który uniemożli­
wia utworzenie funkcjonalnego kom pleksu inicjacji transla-

elF4G,4E, 4F

PABP
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niepełny kompleks 
elFs

Deadenylacja

Pm/Scl75, Rrp41, 
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Rycina 1. Podstawowe ścieżki niespecyficznej degradacji transkryptów (A) i udział białka TTP w mechanizmach degradacji niestabilnych transkryptów z elementami 
ARE (B). Zaznaczono charakterystyczne białka każdego z etapów degradacji i markery struktur biorących w niej udział (A) oraz białka oddziałujące z TTP (B). ARE
— elementy bogate w adeninę i uracyl; CBP-białko wiążące czapeczkę; C er/Pop/N ot — kompleks o aktywności nukleazy poli(A); CPEB — represor translacji związany 
z ciałkami P; D cp l/2  — białka usuwające czapeczkę 1 i 2; Edc 1-3 — kompleks stymulujący usuwanie czapeczki; eIF4 E, F, G — eukariotyczne czynniki inicjaqi translacji; 
EJC — egzonowy kompleks łącznikowy; Hedls — duża podjednostka białka stymulującego usuwanie czapeczki; Lsml-7 — kompleks represorów translacji rekrutujący 
kompleks usuwający czapeczkę; U6 snRNA- białka podobne do Sm związane z U6 snRNA; p54/Rck — helikaza RNA p54 zależna od ATP związana z egzonukleazą Xrnl; 
PABP — białko wiążące ogon poli(A); PAN — nukleaza poli(A); PARN — RNaza specyficzna dla poli(A); PAT — represor translacji i aktywator deadenylacji związany z 
ciałkami P; Pm/Scl75, Rrp41, Rrp45, Rrp40 — niektóre składniki eksosomu cytoplazmatycznego; RHAU — helikaza swoista dla mRNA z sekwencjami ARE; Ski — kom­
pleks białek o aktywności helikazy RNA i GTPazy, aktywujący cytoplazmatyczny egzosom; TIA/TIAR — represory translacji związane z granulami stresowymi; Xrnl
— 5'-3' egzonukleaza 1.
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cji i ułatw ia przyłączenie kompleksu usuwającego czapecz­
kę [14]. Głównym  składnikiem tego ostatniego kompleksu 
jest dim er białek D CP1/2 (ang. mRNA-decapping enzyme) o 
aktywności 5' guanylofosforylazy [15, 16]. Z transkryptem  
pozbawionym  czapeczki oddziałuje następnie helikaza 
RCK/p54 (ang. ATP-dependent R N  A helicase p54) [17] i współ­
pracująca z nią RNaza XRN1 (ang. 5'-3' exoribonuclease 1), 
która ostatecznie trawi transkrypt [18]. Niekiedy składniki 
tej ścieżki degradacji transkryptów  występują w komórkach 
w postaci wyraźnych skupisk przypominających organelle, 
zwanych ciałkami P (ciałka procesywne, ang. processive bo- 
dies, P-bodies), będących również miejscem grom adzenia się 
mRNA nie ulegających translacji [19].

Druga ścieżka degradacji, odbywająca się w  kierunku 
od 3' do 5', także ulega aktywacji w obecności deadenylo- 
wanego transkryptu [20]. Przyłączany jest jednak do niego 
nie kompleks LSM1-7, lecz heterooligomer białek SKI (ang. 
superkiller protein), z których jedno, SKI2, jest helikazą [21]. 
Aktywność helikazy jest konieczna do pełnej funkcjonal­
ności egzosomu [21]. Jak już wspomniano, egzosom jest 
zespołem białek wiążących mRNA, RNaz oraz białek regu­
latorowych [22, 23], Występuje on w cytoplazmie w  stanie 
nieaktywnym, przypuszczalnie z pow odu niezdolności do 
rozwijania struktur drugorzędow ych mRNA [21]. Dopiero 
rozwinięty transkrypt, związany z kompleksem SKI, może 
oddziaływać z egzosomem [20,24] i zostać poddany proce­
sy wnej fosforolizie w  kierunku od 3' do 5' [22,23]. Końco­
wym  etapem  degradacji transkryptu w  egzosomie jest usu ­
nięcie czapeczki przez enzym  DCPS (ang. decapping scaven- 
ger protein) [25,26] (Ryc. 1).

WPŁYW SEKWENCJI ARE NA 
DEGRADACJĘ TRANSKRYPTÓW

Duży w pływ  na stabilność transkryptów  mają sekw en­
cje bogate w adeninę i uracyl, zw ane sekwencjami ARE 
(ang. AU-rich element). M ożna je często znaleźć w nie ule­
gającym translacji rejonie 3'-UTR wielu labilnych mRNA; 
sekwencje ARE są jednym  z najpowszechniej w ystępują­
cych elem entów destabilizujących RNA w kom órkach ssa­
ków. Bioinformatyczna analiza oparta na poszukiw aniu 
jednego z częściej spotykanych m otyw ów  w obrębie ARE, 
o rdzeniu UAUUUAU, wykazała, że aż około 8% genów 
człowieka zaw iera te sekwencje regulatorowe. Tradycyjnie 
sekwencje ARE dzieli się na trzy klasy [27]: ARE klasy I 
zawierają kilka do kilkunastu rozproszonych kopii m o­
tyw u AUUUA w rejonie bogatym  w uracyl, ARE klasy II 
zawierają przynajmniej dw a nakładające się na siebie no- 
namery: U U A U U U A (U /A )(U /A ), ARE klasy III stanow ią 
regiony bogate w  uracyl, ale niezawierające m otyw u AU­
UUA. ARE klasy I i częściowo też klasy III zlokalizow a­
ne są przede wszystkim  w transkryptach genów  wczesnej 
odpow iedzi komórkowej, kodujących zarów no czynniki 
transkrypcyjne (c-FOS), jak i białka regulujące cykl kom ór­
kowy. ARE klasy II występują natom iast praw ie wyłącz­
nie w  transkryptach cytokin, z których wym ienić należy 
m.in. transkrypty  kodujące czynnik w zrostu granulocy- 
tów i m akrofagów (GM-CSF, ang. granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor), czynnik m artwicy now otw orów  
(TNF, ang. tumor necrosis factor) oraz interleukinę 3 (IL-
3). Sekwencje ARE przyczyniają się głównie do szybszej
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deadenylacji mRNA, pierw szego etapu na drodze degra­
dacji transkryptu. Taki deadenylow any transkrypt ulega 
następnie dalszej degradacji w egzosomie albo w ciałkach 
procesywnych. Proponow any m echanizm  deadenylacji 
polega na rozpoznaniu  sekwencji ARE przez specyficzne 
białka, mogące jednocześnie oddziaływ ać z białkam i w ią­
żącymi ogon poli(A) (PABP, ang. poly(A)-binding protein) i 
z białkami pośredniczącym i w przyłączaniu egzonukleaz
[28]. Białka te konkurują o w iązanie transkryptu  z białka­
mi w iążącymi ARE o charakterze stabilizującym mRNA, 
jak np. HuR (ang. Hu-antigen R) [27].

Sekwencje ARE są nie tylko odpowiedzialne za krótki 
czas życia mRNA, ale również za ich lokalizację w  obrębie 
komórki. Transkrypty z ARE grom adzą się często w sku­
piskach. Z zastosowaniem odpow iednio zmodyfikowanych 
mRNA [3-globiny, zawierających 3' UTR transkryptów  TNF 
i GM-CSF pokazano ich w spółwystępowanie z markerem  
ciałek procesywnych, hD C Pl [29], Istnieją również donie­
sienia wskazujące na lokalizację takich mRNA w granulach 
stresowych - wspom nianych wcześniej miejscach m agazy­
nowania translacyjnie nieaktywnego mRNA (immunopre- 
cypitacja z TI A l, m arkerem  granul stresowych [30]).

RODZINA GENÓW WCZESNEJ 
ODPOWIEDZI KOMÓRKOWEJ TISU

Motywy palców cynkowych występujące w białkach 
pośredniczą w ich oddziaływ aniu zarówno z kwasam i n u ­
kleinowymi, jak i z innymi białkami lub też niewielkimi 
cząsteczkami jak diacyloglicerole. Jedną z nietypowych klas 
tych związków są białka posiadające palce cynkowe typu 
CCCH (typ oznaczany również jako C3H), w  których trzy 
reszty cysteiny i jedna reszta histydyny odpowiadają za 
tworzenie wiązania koordynacyjnego z jonem cynku. W śród 
białek tej klasy znajduje się m.in. podklasa białek zawierają­
cych tzw. domenę TZF (ang. tandem zinc finger), obejmującą 
dw a występujące w postaci tandem u palce cynkowe, odle­
głe od siebie o dokładnie 18 reszt aminokwasowych i u tw o­
rzone przez sekwencje aminokwasowe: CX8CX5CX3H, gdzie 
X stanowi dowolną resztę aminokwasową. Do podklasy tej 
należą cztery białka kodow ane przez rodzinę genów wcze­
snej odpowiedzi komórkowej TIS11 (ang. TPA-inducible 
sequence 11); geny te ulegają ekspresji w wyniku działania 
na komórkę m.in. estrami forbolu (TPA, ang. 12-O-tetrade- 
canoyl-phorbol-13-acetate) oraz naskórkowym czynnikiem 
w zrostu (EGF, ang. epidermal growth factor). Białka tej p o d ­
klasy to: i) ZFP36 (ang. zinc finger protein 36, tristetraprolina, 
TTP, G0S24, GOS24, ZFP-36, TIS11, NUP475, RNF162A); ii) 
ZFP36L1 (ZFP36-like protein 1, TIS11B, CMG1, ERF1, ERF-1, 
BRF1, BERG36, RNF162B); iii) ZFP36L2 (ZFP36-like prote­
in 2, TIS11D, ERF2, ERF-2, BRF2, RNF162C); iv) ZFP36L3 
(ZFP36-like protein 3) — białko dopiero niedaw no przypi­
sane do rodziny TIS11; przy czym  u człowieka nie w ykryto 
genu Zfp36l3 ani też jego homologu. Białka rodziny TIS11 
poza dom eną TZF, posiadają również zachowaną w ew olu­
cji dom enę centralną zawierającą dw a powtórzenia sekw en­
cji (R/K)YKTELC (w przypadku Zfp36l3 u myszy obecna 
jest tylko pojedyncza sekwencja). Występująca w nich resz­
ta cysteiny jest w obu przypadkach pierwszą resztą cysteiny 
palca cynkowego. Poza tymi cechami białka te nie wykazują 
homologii [31,32].
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Przypisanie wszystkich czterech białek do jednej rodzi­
ny wydaje się być jednak słuszne, jeśli pod uw agę weźmie 
się ich wspólną właściwość - zdolność do wiązania mRNA 
i prom owania jego degradacji. W oddziaływaniu z kwasem 
rybonukleinowym biorą udział zarówno oba palce cynko­
we białek, jak i ich centralna zachowana w ewolucji dome­
na, która umożliwia im rozpoznanie i wiązanie sekwencji 
ARE. Rozpoznanie mRNA odbywa się specyficznie i w y­
nika z powstawania sieci wiązań w odorowych i elektrosta­
tycznych pomiędzy palcami cynkowymi a kwasem nukle­
inowym  [33].

TRISTETRAPROLINA

Proto typem  białek typu C.H jest triste trapro lina (TTP), 
która została zidentyfikow ana jako p roduk t genu w cze­
snej odpow iedzi kom órkowej w  fibroblastach oraz w 
w ielu innych typach kom órek po ich stymulacji insuliną, 
surow icą lub estram i forbolu. Jej obecność stw ierdza się 
już naw et po pół godziny od stymulacji kom órek odpo ­
w iednim i czynnikam i. W kom órkach niestym ulow anych, 
zaw artość TTP jest niewielka, co w ynika m.in. z faktu, że 
m RNA kodujący to białko jest niestabilny, gdyż posiada 
m otyw  ARE w regionie 3' UTR. Sama triste trapro lina jest 
natom iast stosunkow o trw ała. N ajw yższy poziom  TTP 
obserw uje się w  śledzionie, w  w ęzłach chłonnych i w gra ­
sicy [34], T ristetraprolina człow ieka jest białkiem  zbudo ­
w anym  z 326 reszt am inokw asow ych, bogatym  w resz­
ty proliny, zaw ierającym  3 sekwencje PPPPG. S truktura 
p ierw szorzędow a białku m yszy jest w  87% identyczna ze 
s tru k tu rą  białka człowieka [35].

Choć początkow o TTP opisyw ana była jako białko 
jądrow e, zarów no w kom órkach stym ulow anych, jak i 
n iestym ulow anych, szczegółow e badania  w ykazały jej 
translokację do cytoplazm y po dodaniu  do hodow li ko­
m órkow ych surow icy lub m itogenów  [36]. Szczegółowa 
analiza białka w ykazała, że jego N-końcowa dom ena o d ­
działuje z receptorem  eksportu  jądrow ego CRM1 (ang. 
chromosome region maintenance 1 protein homolog) i p rzy ­
czynia się do transportu  TTP do cytoplazm y [36], Dużą 
rolę w  lokalizacji triste trapro liny  odgryw a fosforylacja. 
Białko, w którym  reszty seryny 52 i 178 są ufosforylowa- 
ne grom adzi się w  cytoplazm ie, natom iast defosforylacja 
TTP pow oduje jej pow rót do jądra, a następnie  d eg rada ­
cję w  proteasom ie 20S/26S [37], W pływ na w ew nątrzko ­
m órkow ą lokalizację TTP m a rów nież jej oddziaływ anie  z 
białkiem  14-3-3, prom ujące transpo rt TTP do cytoplazm y 
[38].

ROLA TRISTETRAPROLINY W 
DEGRADACJI TRANSKRYPTÓW

TTP może uczestniczyć zarówno w inicjacji deadenylacji, 
jak rów nież w kierowaniu do ostatecznej degradacji niektó­
rych typów  mRNA, zawierających głównie sekwencje ARE 
klasy II. TTP bierze udział nie tylko w degradacji transkryp- 
tów posiadających ogon poli(A), lecz również takich, któ­
re są go pozbawione [39], Tristetraprolina w pływ a na czas 
półtrw ania wielu rozmaitych transkryptów. Należą do nich 
mRNA kodujące TNF, GM-CSF, IL-3, IL-2, c-FOS [40], PAI-2

(ang. plasminogen activator inhibitor 2) [41], VEGF (ang. va­
scular endothelial growth factor A) [42], samą TTP [43] oraz 
wiele innych.

Najlepiej zbadanym  przykładem  transkryp tu  regulo ­
w anego przez TTP jest mRNA TNF. W iązanie się TTP z 
sekwencją ARE w transkrypcie TNF jest zależne od in ­
tegralności obu palców cynkow ych i obecności jonów 
cynku. Zw iązanie TTP z mRNA nie pow oduje znacz­
nej zm iany konformacyjnej RNA, w pływ a natom iast na 
zm ianę struk tu ry  tristetraproliny. N iezw ykle istotną rolę 
w  w iązaniu  TTP odgryw a obecność dw óch nukleo tydów  
adeninow ych oddalonych  od siebie o 3-6 par zasad  w re ­
gionie bogatym  w uracyl, przy  czym  najw iększą siłę o d ­
działyw ania zaobserw ow ano dla sekwencji zawierającej 
AUUUA lub AUUUUA. Zastosow anie m etody NMR p o ­
zwoliło pa w ykazanie, że w iązanie dom eny TZF triste tra ­
proliny zachodzi tylko z jedną kopią sekwencji 5'-UUAU- 
UUAUU-3'. T ranskrypt TNF zaw iera pięć takich sekw en­
cji, zachodzących na siebie w  taki sposób, że przypuszcza 
się, iż TTP w iąże się w  tym  regionie w postaci tetram eru, 
p rzy  czym  każda z cząsteczek triste trapro liny  rozpoznaje 
osobny m otyw  [44].

Być m oże rola triste trapro liny  w regulacji czasu pół­
trw ania  transkryp tów  polega m.in. na zdolności do u su ­
w ania niektórych białek o charakterze protekcyjnym , 
w iążących się z sekwencją ARE transk ryp tu  TNF oraz 
na zdolności do przyłączania egzonukleazy PARN [28]. 
D okładny m echanizm  i działanie TTP są jednak nadal 
p rzedm io tem  badań. Pew nym  jest natom iast, że sekw en­
cje ARE pochodzące z mRNA kodującego TNF, GM-CSF
[45] oraz IL-3 [46], um ieszczone za sekwencją kodującą 
P-globinę, użytą jako gen reporterow y, kierują jej mRNA 
na drogę degradacji z udziałem  TTP. Badając udział TTP 
w degradacji TNF człowieka stw ierdzono, że tris te trap ro ­
lina w raz z białkiem z rodziny  argonautów , A go/eIF2C, 
oddziału je  z jednym  z m ikroRNA, a konkretnie z miR- 
NA16 (miR16), który posiada sekwencję UAAAUAUU 
kom plem entarną  do sekwencji ARE w 3' UTR mRNA dla 
TNF [47],

TNF jest g łów nym  m ediatorem  odpow iedzi zapalnej 
w  w ielu chorobach. Zw iązek TTP z regulacją zaw arto ­
ści TNF udow odniono  w w ielu dośw iadczeniach in vivo 
w ykorzystujących m odele chorób o podłożu zapalnym . 
U m yszy pozbaw ionych genu kodującego tristetraproliny 
tuż po porodzie  obserw ow ano szybki rozwój zapalenia 
staw ów , skóry, kacheksję, reakcję au toim m unologiczną 
oraz przerost szpiku, a zatem  te sam e objawy co w p rzy ­
pad k u  podw yższonego poziom u TNF. Co więcej objawy 
te nie w ystępow ały  u tych sam ych myszy, jeśli podano 
im przeciw ciała skierow ane przeciw ko TNF [48]. Terapie 
oparte  na regulacji ekspresji genu kodującego tris te tra ­
proliny m ogą zatem  być skuteczne w leczeniu chorób o 
podłożu  zapalnym , jak choroby autoim m unizacyjne czy 
reum ato idalne  zapalenie stawów.

C iekaw ym  faktem  jest rów nież  obecność trzech  d o ­
m en bogatych  w AU w rejonie 3'UTR m RNA kodującym  
tris te trap ro liny . W ykazano, że podobn ie  jak w p rz y p a d ­
ku TNF, obecność tego rejonu pow oduje  destabilizację
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mRNA genu repo rterow ego  p-globiny. Tym sam ym  oka­
zało się, że TTP reguluje swoją w łasną  syntezę w  sposób 
iden tyczny , jak w  p rzy p ad k u  TNF lub GM-CSF, a więc 
na poziom ie regulacji czasu p ó łtrw an ia  tran sk ry p tu . 
Taka autoregulacja  zapobiega nadm iernej odpow iedz i 
kom órki po stym ulacji p rzez  lipopo lisacharyd  (LPS) i 
u trzym uje  zaw artość TTP na odp o w ied n im  poziom ie 
[43].

FOSFORYLACJA TRISTETRAPROLINY

W yniki dalszych badań  nad  funkcjonow aniem  tri- 
s te traproliny przynosiły  now e w iadom ości wskazujące 
na zupełnie odm ienne zachow anie się białka w formie 
ufosforylowanej i nieufosforylowanej. Z tego w zględu 
dokładniej zbadano szlaki p rzekazyw ania  sygnału  odp o ­
w iedzialne za fosforylację TTP. W ykazano, że choć triste- 
trapro lina człowieka m oże być ufosforylow ana na w ie ­
lu resztach seryny (Ser66, Ser88, Thr92, Ser169, Ser186, Ser197, 
Ser218, Ser228, Ser276 i Ser296), to najczęściej ulegają fosfo­
rylacji reszty Ser197, Ser218 oraz Ser228. Są to reszty, które 
potencjalnie stanow ią cel kinazy białkowej A, kinazy-3 
syntazy glikogenowej (GSK-3) oraz kinazy ERK-1 (ang. 
extracellular signal-regulated kinase 1) [49], W proces fos­

Rycina 2. Regulacja aktywności TTP poprzez fosforylację. Form y ufos- 
forylowane poszczególnych białek oznaczono sym bolicznie za pomocą 
litery P. p38 — kinaza MAP; MK2 — Kinaza aktyw ow ana przez  MAPK 
2; TTP — Tristetraprolina; 14-3-3 — białko opiekuńcze, w iążące białka 
zawierające fosfoserynę; PP2A — fosfataza białkowa 2A.

forylacji tris te trapro liny  zaangażow ane są bezpośrednio  
rów nież inne, poza ERK-1, kinazy z rodziny  MAP: p38, 
p42 (ERK2) oraz JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase 1) [50]. 
Kinaza p38 poprzez  aktywację k inazy MK2 (ang. MAPK- 
activated kinase 2) p rzyczynia się do zw iększenia stabilno­
ści w ielu  m RNA kodujących białka p rozapalne  i posia­
dających sekwencję ARE. MK2 w pływ a bow iem  na m o­
dulację syntezy i / l u b  aktyw ności białek w iążących ARE. 
Badania w ykazały, że MK2 katalizuje reakcję fosforylacji 
p rzede  w szystk im  rest Ser52 i Ser178 tris te trap ro liny  myszy, 
odpow iadające resztom  Ser60 i Ser186 tris te trapro liny  czło­
w ieka [37], Tak ufosforylow ana TTP w iąże się z białkiem 
opiekuńczym  14-3-3. Pozostając w kom pleksie z 14-3-3, 
triste trapro lina, choć nadal m oże wiązać się z mRNA za ­
w ierających ARE, nie jest w stanie kierować te cząsteczki 
na drogę degradacji [51]. Białko p38 w pływ a rów nież na 
stabilizację samej TTP, gdyż obecność inh ib itora  kinazy 
p38, pow oduje defosforylację TTP, jej translokację z cy- 
top lazm y do jądra i degradację w  pro teasom ie 20S/26S 
[37], Inne źródła  w skazują dodatkow o na synergistyczny 
efekt kinaz ERK oraz p38 w stabilizacji TNF mRNA [52], 
U dział kinazy JNK w ydaje się natom iast sprzyjać degra ­
dacji mRNA z udziałem  TTP [53] (Ryc. 2).

GEN ZFP36 I REGULACJA JEGO EKSPRESJI

Tristetraprolina jest kodow ana przez gen ZFP36. Gen 
ZFP36 człowieka położony jest na dłuższym  ram ieniu 19 
chrom osom u w pozycji 19ql3.1 [35], Dzięki obecności cha­
rakterystycznej sekwencji oligonukleotydowej został on w y­
typow any jako jeden ze 101 genów człowieka potencjalnie 
kodujących białka posiadające m otyw palców cynkowych 
[54].

Dotychczas niew iele w iadom o na tem at indukcji trans­
krypcji genu ZFP36. Jednym  z lepiej poznanych  regu ­
latorów  ekspresji genu kodującego TTP jest TGFp (ang. 
transforming growth factor beta), a konkretn ie jego izofor- 
m a TG Fpi. Stymulacja kom órek linii HuT78, THP-1 oraz 
dziew iczych lim focytów T człowieka w  obecności TGF(31 
p row adzi do gw ałtow nego zw iększenia poziom u tran s ­
k ryp tu  TTP. Badania p rom otora  ZFP36 (sekwencja -2682 
do +56) w ykazały, że jest on ak tyw ow any przez  TGF|31. 
C zynnik ten, w iążąc się z receptorem  typu  I dla TGFp, ak ­
tyw uje białka SMAD (ang. small mothers against decapenta- 
plegic homolog) charakterystyczne dla tej ścieżki przekazu 
sygnału  (SMAD2 oraz SMAD3). W efekcie um ożliw ia to 
ich oddziaływ anie  ze SMAD4 i migrację kom pleksu do 
jądra. Białka SMAD w iążą się w rejonie -583 do -263 
prom otora  ZFP36, p rzy  czym  kolejne m utan ty  delecyjne 
w skazały  na najw iększy udzia ł w  tej regulacji obszaru 
-583—423, zawierającego osiem  pow tórzeń  GTCT, roz ­
poznaw anych  przez białka SMAD [34], Kolejnym czyn­
nikiem  w pływ ającym  na ekspresję genu tris te trap ro liny  
jest in terferon gam m a (IFNy), który działa na prom otor 
ZFP36 poprzez aktywację czynnika transkrypcyjnego 
ST ATI (ang. signal transducer and activator of transcription
1). W iązanie d im eru  STAT1 z elem entem  GAS (ang. gam­
ma activated sequences) w  pozycji -1976 do -1964 w ykaza ­
no dla prom otora  myszy. A naliza sekwencji genu ZFP36 
człow ieka w skazuje na obecność elem entu  GAS rów nież 
w obrębie prom otora  [55] (Ryc. 3).
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Sygnał aktywujący

Rycina 3. Aktywacja prom otora ZFP36 na drodze zależnej od IFNy 
oraz TGF(3l. IFNy — Interferon gamma; TGFpi — Czynnik transfor­
mujący p i; ST ATI — przekaźnik sygnału i aktyw ator transkrypcji 1; 
Smad2,3,4 — czynniki transkrypcyjne z rodziny Smad; GAS — se­
kwencja regulatorowa, aktyw ow ana przez IFNy.

W przypadku neutrofili, monocytów i limfocytów czło­
wieka, a także linii monocytarnej THP-1 czynnikiem stym u­
lującym syntezę TTP jest LPS. Po stymulacji tych komórek 
w obecności LPS ekspresja genu kodującego TTP przebiega 
dwuetapowo. Początkowy wzrost wynika z bezpośredniej 
aktywacji komórek przez LPS, natomiast kolejny wzrost 
ekspresji, obserwowany już po około 12 godzinach, wynika 
z autokrynnego w pływ u TNF oraz praw dopodobnie innych 
cytokin, jak IL-1, IL-6 i IL-8 [56]. W postmitotycznych neu- 
trofilach ekspresja genu tristetraproliny jest również stym u­
lowana przez GM-CSF oraz TPA [57,58],

Jednym  z czynników  stym ulujących transkrypcję m y­
siego Zfp36 jest aktyw ow any przez IL-4 czynnik trans- 
krypcyjny STAT6. Regulacja ta odbyw a się poprzez 
bezpośrednie w iązanie się STAT6 z prom otorem  Zfp36 
w rejonie -576 do -567 (sekwencja TTCctaaGAA). Prze­
ciw zapalne działanie interleukiny 4 (IL-4) może zatem  
być wyjaśnione m.in. indukow aniem  przez IL-4 ekspresji 
genu tristetraproliny, co przyczynia się do obniżenia po ­
ziom u TNF i innych cytokin p rozapalnych  [59]. W yniki 
b adań  prom otora Zfp36 [60] w ykazały, że już obecność 
zaledw ie 77 par zasad powyżej miejsca startu  transk ryp ­
cji w ystarcza, aby uzyskać indukcję prom otora Zfp36 po 
stym ulacji w obecności surowicy. Rejon ten zaw iera se­
kwencje odpow iedzialne za w iązanie takich czynników  
transkrypcyjnych, jak EGR-1, AP2 (ang. actwator protein
2) oraz SP1, a także sekwencję oznaczoną jako TPE1 (ang. 
TTP promotor element 1). Analiza bioinform atyczna w yka­
zała obecność tych miejsc rów nież w  prom otorze ZFP36 
człowieka; p raw dopodobnie  zatem  uczestniczą one rów ­
nież w regulacji ekspresji ZFP36 w  organizm ie człowie­
ka.

Białko EGR-1 (ang. early growth response protein 1) 
regu lu je  transkrypcję  n iektórych p ro toonkogenów  i 
czynników  w zrostow ych, będąc jednocześnie jednym  
z najpow szechniejszych regu la to rów  genów  eukario ­
tycznych. C zynnik  transkrypcyjny  EGR-1 jest rów nież
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białk iem  zaw ierającym  m otyw  palców  cynkow ych. W ią­
że się on w rejonie p rom oto ra  Zfp36 bogatym  w GC, a 
konkretn ie  z sekw encją GCGGGGGCG. W p rom otorze  
m yszy w ykazano  obecność rejonu odpow iedzia lnego  za 
w iązan ie  EGR-1 i spadek  poziom u m RNA dla  TTP po 
u sun ięciu  tego rejonu w 35% [60]. W ykazano, że u m y ­
szy znaczenie  w  regulacji ekspresji genu  kodującego TTP 
m a rów nież  sekw encja w iążąca czynnik  transkrypcyjny  
AP2 [60]. Sekwencja ta posiada  swój o d pow iedn ik  w 
p rom oto rze  człow ieka, i co ciekaw e, miejsce to pokryw a 
się z d ru g im  potencjalnym  m iejscem w iązania  czynnika 
EGR-1. O bserw ow any  w yraźny  spadek  ekspresji Zfp36 
po u sun ięciu  tego rejonu (w około 18%) [60] m oże zatem  
w ynikać zarów no  z zaham ow an ia  efektu czynnika AP2, 
jak i z zaham ow an ia  efektu EGR-1.

Czynnik transkrypcyjny AP2 rozpoznaje sekwencję 
GCCNNNGGC. Wiążąc się jako hom odim er reguluje trans­
krypcję kilkunastu komórkowych i wirusowych genów w 
odpow iedzi na pobudzenie różnych ścieżek przekazywania 
sygnału, m.in. w obecności niektórych estrów forbolu oraz 
czynników powodujących zwiększenie stężenia cAMP [60].

Miejsce w iązania czynnika transkrypcyjnego SP1 zi­
dentyfikow ano w rejonie -35 do -30 od miejsca startu  
transkrypcji w  m ysim  prom otorze genu Zfp36. Czynnik 
ten w pływ a na ekspresję genu kodującego TTP poprzez 
oddziaływ anie z polim erazą II RNA po zw iązaniu  z hek- 
sanukleo tydem  GGGCGG trzem a palcam i cynkow ym i 
[60].

Pom iędzy -66 a -60 nukleo tydem  znajduje się obszar 
zw any TPE1 zawierający zachow aną w ewolucji sekw en­
cję TCC(C/G)GGA. Jej m utacja lub delecja prow adzi do 
znacznego obniżenia ekspresji genu kodującego TTP, na ­
tom iast zm iana orientacji TPE1 nie w pływ a na zm ianę 
poziom u TTP po stymulacji w obecności surowicy. C zyn­
niki transkrypcyjne EGR-1, AP2 oraz białko w iążące TPE1 
w pływ ają synergistycznie na ekspresję genu kodującego 
TTP, a usunięcie miejsc w iązania poszczególnych czynni­
ków pow oduje w yraźne zaham ow anie transkrypcji [60].

Bardzo w ażną rolę w  kontroli ekspresji genu Zfp3 6 
m yszy pełni rów nież intron. W ystępują tu trzy po ten ­
cjalne miejsca w iązania czynnika SP1. Ciekawe, że rów ­
nież NFkB (ang. nuclear factor kappa B), głów ny czynnik 
transkrypcyjny ak tyw ow any w  kom órkach podczas sta­
nu  zapalnego, reguluje transkrypcję Zfp36, rozpoznając 
sekwencję GGCGATCCCC, położoną w intronie (rejon 
+137-+157). M ożliwe, że obserw ow ana indukcja syntezy 
TTP przez TNF jest w ynikiem  aktywacji przez TNF czyn­
nika NFkB, który stym uluje ekspresję genu kodującego 
TTP [61].

INNE BIAŁKA WIĄŻĄCE SIĘ Z SEKWENCJĄ ARE

Poza tristetraproliną szereg innych białek posiada zdol­
ność do oddziaływania z sekwencjami ARE zawartymi w 
mRNA. Zdolność taką wykazują między innymi białka 
wchodzące w skład rodziny TIS11 — białka BRF1 i BRF2 
(ang. butyrate response factor 1/2). Białka te rozpoznają se­
kwencję UUAUUUAUU, spotykaną w ARE drugiej klasy.
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Generalnie związanie wymienionych białek z ARE pro ­
wadzi do przyspieszenia degradacji transkryptu [65], Przy 
czym, jak już wspomniano, ich fosforylacja chroni mRNA 
przed degradacją, znosi również jego translacyjną represję 
[65].

Do białek oddziałujących specyficznie z ARE pierwszej 
i drugiej klasy należą białka z rodziny  AUF (ang. AU-rich 
element RNA-binding proteins): AUF1, AUBF, AU-A, AU-B 
i AU-C. Ich działanie na transkryp ty  jest najczęściej de ­
stabilizujące. Białka z rodziny  AUF w iążą transkrypty  
m.in. TNF, GM-CSF, C-MYC, C-FOS, IFNy [62], Funkcję 
destabilizującą pełni rów nież białko KSRP (ang. KH type- 
splicing regulatory protein). A ktyw ność KSRP jest ham ow a­
na w w yniku  fosforylacji p rzez kinazę p38. Jak już w spo ­
m niano, aktywacja tego szlaku kinaz MAP prow adzi do 
stabilizacji mRNA zawierających ARE. KSRP w ak tyw ­
nej, nieufosforylow anej form ie przyłącza do zw iązanego 
z nim  m RNA kom pleks deadenylujący. Taki m echanizm  
udow odniono  dla p roduk tów  transkrypcji genów  p21 i 
MyoD  (ang. myoblast determination protein) [62,63],

Poza białkam i, które przyspieszają degradację trans- 
kryp tów  istnieją rów nież białka, które stabilizującym  
czas ich półtrw ania. N ależą do nich przedstaw iciele ro ­
dziny białek ELAV (ang. embryonic lethal, abnormal vision), 
w  skład której w chodzą białka FIuR, H uD  i HuC. Stabili­
zacja transkryp tów  przez te białka najpraw dopodobniej 
odbyw a się w w yniku zablokow ania przez nie miejsc 
w iązania białek destabilizujących [27,62]. Interesujący 
w ydaje się sposób regulacji lokalizacji i czasu życia n ie ­
trw ałego białka HuR. W odpow iedzi na aktyw ującą fos- 
forylację specyficznej m etylotransferazy przez kinazę p38 
białko to ulega metylacji, co w pływ a na zm ianę jego loka­
lizacji na cytoplazm atyczną i chroni przed  straw ieniem  w 
proteasom ie [64].

PODSUMOWANIE

Białka regulujące czas pó łtrw ania  transkryp tów  pełnią 
w kom órce bardzo w ażną funkcję. Ich aktyw ność p rze ­
kłada się bezpośrednio  na regulację liczby matryc, na 
których m oże przebiegać synteza łańcuchów  polipepty- 
dowych. Jednym  z lepiej poznanych przedstaw icieli tych 
białek jest tristetraprolina. Rozpoznaje ona sekwencje 
ARE obecne w transkryptach  w ielu czynników  prozapal- 
nych, takich jak TNF, GM-CSF i IL-2 i kieruje je na drogę 
degradacji [40]. Pełne poznanie  czynników  w pływ ają ­
cych na regulację aktyw ności triste trapro liny  oraz białek 
regulujących ekspresję jej genu pozw oli na lepsze pozna­
nie m echanizm ów  przebiegu reakcji zapalnej i może w 
przyszłości pom óc w opracow aniu  m etody ham ow ania 
nadm iernej odpow iedzi zapalnej u osób cierpiących na 
różnego rodzaju  schorzenia, których podłożem  jest chro ­
niczny stan  zapalny.
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ABSTRACT

The kinetics of transcripts turnover is a very important aspect of the regulation of the amount of newly synthesized proteins. Transcripts can 
serve as a template for protein synthesis as long as they remain in the cytoplasm, bound to the ribosomes. Degradation of mRNAs effectively  
influences quantity of transcripts in this pool. The process of mRNA degradation, similarly to transcription, is precisely regulated, mainly by 
proteins w hich interact with mRNA. These proteins are responsible both for transcripts stabilization and degradation. In this article w e have  
summarized known pathways of mRNA degradation. We have also reviewed the present state of knowledge on tristetraprolin, one of the best 
characterized proteins that takes part in the transcripts turnover.
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Budowa i biogeneza kom pleksu cytochromów b(f

STRESZCZENIE

Z arówno fotosyntetyczny kompleks cytochromów bf, jak i oddechowy kompleks cyto­
chromów bCj, należą do rodziny kompleksów bc. Oba superkompleksy białkowe pośred­

niczą w transporcie elektronów, translokacji protonów w  poprzek błony biologicznej oraz 
katalizują utlenianie chinonów. Funkcja, skład polipeptydowy, organizacja przestrzenna 
oraz składanie kompleksu cytochromów b f  od wielu lat jest przedmiotem badań. Analiza 
struktur krystalicznych ujawniła obecność trzeciego hemu w cytochromie b^ zaś wyniki ba­
dań z zastosowaniem mutagenezy wskazały na udział dodatkowego czynnika białkowego  
(TCA) zaangażowanego w  regulację składania kompleksu cytochromów b f  poprzez oddzia­
ływania z 5'UTR mRNA genu PETA. N iniejsze opracowanie stanowi podsumowanie aktual­
nego stanu w iedzy na temat budowy i biogenezy kompleksu cytochromów bf.

WPROWADZENIE

Mechanizm przekształcania energii świetlnej w  energię potencjału oksydo- 
redukcyjnego w  procesie fotosyntezy to jeden z podstawowych procesów bio­
logicznych. Centralnym elementem współuczestniczącym w tym  procesie jest 
kompleks cytochromów bj, oksydoredukcyjny enzym o systematycznej nazwie 
oksydoreduktaza plastochinol-plastocyjanina zlokalizowany w chloroplastach 
[1-5], Kompleks ten stanowi jeden z trzech transbłonowych superkom pleksów 
białkowych biorących udział w  liniowym i nieliniowym transporcie elektronów
[6], Kompleks cytochromów b j  to ostatni w  kolejności (po fotosystemie I oraz
II) fotosyntetyczny kompleks białkowy, dla którego zbadano struktury kry­
staliczne. W tylakoidach roślin wyższych i sinic tworzy funkcjonalny dimer, 
a popraw ne w budow anie w błonę i połączenie jego podjednostek determinuje 
aktywność i praw idłow e funkcjonowanie samego kompleksu, jak i fotosynte- 
tycznego łańcucha transportu elektronów.

KOMPLEKS CYTOCHROMÓW b f

W skład kompleksu cytochromów b f  wchodzą cztery polipeptydy o masach 
cząsteczkowych powyżej 17kDa, powiązane stosunkiem stechiometrycznym 
1:1:1:1. Są to białka hem owe — cy to ch ro m /o raz  cytochrom b(s, białko Rieske- 
go zawierające centrum  żelazowo-siarkowe 2Fe-2S i podjednostka IV będąca 
strukturalnym  i funkcjonalnym analogiem C-końcowego rejonu cytochromu b 
z mitochondriów i fotosyntetycznych bakterii [1-6], Skład ten jest uniwersalny 
zarówno dla kompleksów wyizolowanych z roślin wyższych, glonów, jak i sinic. 
Cztery główne polipeptydy — cytochrom /, cytochrom b6, białko Rieskego oraz 
podjednostka IV są kodowane odpowiednio przez geny PETA, PETB, PETC i 
PETD. Cytochrom b6 oraz podjednostka IV to białka błonowe, posiadające od­
powiednio cztery i trzy transbłonowe odcinki helikalne. Geny kodujące wymie­
nione białka są zlokalizowane w jednym  operonie DNA chloroplastów. Białko 
Rieskego, kodow ane przez geny zlokalizowane w DNA jądrow ym  oraz cyto­
chrom /, kodow any przez gen PETA zlokalizowany w  DNA chloroplastów, po­
siadają duże dom eny globularne i są zakotwiczone w błonie przez jedną trans- 
błonową a-helisę [1].

Wszystkie białka kompleksu cytochromów bf, poza białkiem Rieskego, kodo­
wane są przez pojedyncze geny. W przypadku białka Rieskego pochodzącego z 
Synechocystis PCC 6803 wykazano obecność trzech genów kodujących to białko 
(geny PETC1, PETC2, PETC3) [7], Wzrost fotoautotroficzny m utantów  delecyj- 
nych pojedynczych genów petC jest możliwy, nie mniej tem po w zrostu m utanta 
delecyjnego petCl jest najwolniejsze. Jednoczesna delecja genów petCl i petC2 
powoduje zaham owanie działania kompleksu cytochromów bf. Co ciekawe 
m utanty delecyjne petCl/petC3  (jak również petC2/petC3) wykazują obniżoną 
aktywność kompleksu jednakże nie wpływają na całkowity brak przeżywalno- 
ści sinicy (między innymi w  w arunkach w zrostu fotoautotroficznego) [7], Wyni-
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ki wskazują, że gen petC2 jest zdolny do częściowego zastą­
pienia petCl natomiast petC3 nie ma takiej możliwości [7,8], 
Interesującym jest także fakt detekcji kilku izoform białka 
Rieskego (izoforma PetCl, kodow ana przez gen PETC1); w 
szpinaku zidentyfikowano obecność dwóch izoform PetCl
[8,9]. W ystępowanie izoform białka PetCl, posiadających 
identyczną masę a różniących się ładunkiem  powierzch­
niowym, może być wynikiem modyfikacji kowalencyjnych 
powodujących oksydatywne uszkodzenie białka lub m ody­
fikacjami potranslacyjnymi, np. fosforylacja. Rola takiej m o­
dyfikacji może wynikać z udziału białka Rieskego w  prze­
kazyw aniu sygnałów biochemicznych [8].

W skład wyizolowanego, aktywnego kompleksu cyto­
chrom ów b j  ze szpinaku wchodzi także oksydoredukta- 
za ferredoksyna-NADP+ (FNR). FNR katalizuje redukcję 
NADP+ w liniowym transporcie elektronów (LEF), przy 
czym jest w  wysokim stopniu praw dopodobne, że pośred­
niczy również w cyklicznym transporcie elektronów (CEF) 
przenosząc elektrony ze zredukowanej ferredoksyny na 
kompleks cytochromów b j  [10-12], W roślinach wyższych 
FNR jest trwale zasocjowana z kompleksem cytochro­
m ów b j  poprzez hydrofobowy kanał w domenie wiążącej 
NADP+ i możliwe jest, że kompleksy cytochromów b j  po­
średniczące w LEF, bądź CEF, są rozdzielone przestrzennie 
[11,13], Dotychczas nie wykazano obecności oksydoreduk- 
tazy ferredoksyna-NADP+ w izolowanych tą samą metodą 
kompleksach cytochromu b j z  M. laminosus [13,14], Z kolei 
w  liściach kukurydzy zidentyfikowano trzy izoformy FNR 
(LFNR1, LFNR2 i LFNR3). Izoformy reduktazy ferredoksy­
ny mogą różnić się lokalizacją w chloroplastach oraz pow i­
now actw em  do substratów [12,15]. Izoforma LFNR1 kuku­
rydzy jest ściśle związana z błoną tylakoidową, LFNR2 jest 
zasocjowana z błoną tylakoidów w około 60%, natomiast 
LFNR3 obecna jest jedynie w stromie chloroplastów [12]. 
Dwie izoformy reduktazy ferredoksyny, LFNR1 i LFNR2, 
praw dopodobnie oddziałują między innymi z kompleksami 
cytochromów b j [  12], W liściach pszenicy zidentyfikowano 
dwie izoformy reduktazy ferredoksyny (FNR-A i FNR-B) o 
zbliżonych wartościach punktu  izoelektrycznego [15]. Ich 
struktura pierwszorzędowa jest bardzo podobna do struk­
tury FNR szpinaku, a sugerowana rola fizjologiczna może 
mieć związek z regulacją niektórych procesów zachodzą­
cych w  chloroplastach [15].

Poza głównymi polipeptydam i (PetA, PetB, PetC oraz 
PetD), w  skład kompleksu cytochromów b j  wchodzą pod- 
jednostki o mniejszej masie molekularnej (mieszczącej się w 
przedziale od 3,2 kDa do 4,2 kDa), których rozmieszczenie 
w kompleksie jest bardziej peryferyjne [14], Podjednostka 
PetM kodow ana jest przez gen PETM  zlokalizowany w 
DNA jądrow ym  komórek roślin wyższych, jak i w  kom ór­
kach zielonych glonów C. reinhardtii. Pozostałe małe pod- 
jednostki kompleksu cytochromów b j  (PetG, PetL, PetN) 
kodow ane są przez geny PETG, PETL i PETN  zlokalizowa­
ne w DNA chloroplastów [14,16]. W komórkach glonów Po- 
rphyra purpurea i Guillardia theta gen PETM znajduje się w 
plastydach i wraz z genem PETN  zlokalizowany jest w jed­
nym  operonie, co umożliwia ściśle skoordynowaną ekspre­
sję [17], Dodatkową podjednostką kompleksu cytochromów 
btf  zidentyfikowaną do tej pory tylko u Chlamydomonas me­
todam i biochemicznymi i ulegającą odwracalnej fosforylacji
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jest PetO. Obecność jej nie została jednak potw ierdzona w 
w yniku analizy struktury krystalicznej [18,19], W pow sta­
niu funkcjonalnego kom pleksu cytochromów b j  niezbędne 
są białka kodowane przez geny znajdujące się zarów no w 
genomie chloroplastowym, jak i jądrowym , co wskazuje na 
złożoność i wieloetapowość całego procesu.

STRUKTURA BIAŁEK KOMPLEKSU 
CYTOCHROMOWEGO b j

Pierwszą analizę trójwymiarowych kryształów kom plek­
su cytochromów b j  (przedstawiono model strukturalny 
o rozdzielczości 8 A) przeprow adzono w  1997 roku (kom­
pleks z C. reinhardtii) [20], Rok później opisano aktywne i 
stabilne struktury krystaliczne kompleksu z termofilnej 
sinicy M. laminosus; ich analiza pozwoliła na rozróżnienie 
elementów z rozdzielczością 9 A [21]. W tym sam ym  roku 
opisano struktury krystaliczne kompleksu cytochromów b j  
ze  szpinaku (o podobnej rozdzielczości) oraz z C. reinhardtii
[22,23]. Przełom dotyczący struktury kom pleksu cytochro­
m ów b j z  obu organizm ów nastąpił w 2003 roku. O trzym a­
no wówczas struktury krystaliczne kompleksu, a ich analiza 
pozwoliła na stworzenie modelu o rozdzielczości 3 A oraz 
3,1 A [19,24,25]. Kompleksy z M. laminosus i C. reinhardtii 
mają taką samą liczbę polipeptydów, a ich struktura  jest 
bardzo podobna pomimo tego, że glony zielone są młodsze 
ewolucyjnie o miliard lat [26]. Jednakże w sekwencji amino- 
kwasowej białek PetA, PetB, PetC i PetD pom iędzy C. rein­
hardtii a M. laminosus są wyraźne różnice; stopień podobień­
stwa wynosi odpow iednio 58%, 80%, 80% i 58% [27],

M onomer kompleksu cytochromów b j  M. laminosus 
(Ryc. 1) zawiera cztery hemy, jedno centrum żelazowo-siar- 
kowe 2Fe-2S, jedną cząsteczkę chlorofilu a, jeden (3-karoten, 
jeden plastochinon oraz (w prow adzony na potrzeby kry­
stalizacji) jedną cząsteczkę inhibitora (analog chinonu) oraz 
dwie cząsteczki DOPC [24,25]. Jeden monom er kom pleksu 
cytochromów b j  zbudow any jest z 13 transbłonowych a- 
helis, a globularne dom eny białka Rieskego oraz cytochro­
mu /z lokalizow ane są po stronie światła tylakoidów (stro­
na p, pozytywna) [24], S truktury kompleksu cytochromów 
b j  utw orzono na podstawie danych PDB dostępnych pod 
adresem: h t tp : / /  w w w .rcsb .org/pdb/explore.do7structu-
reId=lVF5. Struktura kom pleksu cytochromów b j  dla C. 
reinhardtii dostępna jest pod adresem: h ttp :/ /w w w .rc sb . 
o r g /p d b /ex p lo re /inages.do?structureId=lQ90. N ajnow­
sza struktura krystaliczna została opublikowana dla holo- 
kompleksu b j  z Nostoc PCC 7120 i znaleźć ją m ożna pod 
adresem: h ttp:/  /  w w w .rcsb .o rg /p d b /explore.do?structure- 
Id=2ZT9 (Cramer et al., praca w druku).

CYTOCHROM b6 ORAZ PODJEDNOSTKA IV

Analiza struktur krystalicznych kompleksu cytochromów 
b j  z M. laminosus oraz C. reinhardtii wykazała istnienie, do 
tej pory nie zidentyfikowanego, trzeciego hem u w obrębie 
cytochromu b6 [19,24], Hem y bp oraz bn, wchodzące w skład 
cytochromu b6, nie są związane kowalencyjnie a tylko koor­
dynacyjnie przez dwie pary histydynowych ligandów, uło­
żonych liniowo względem  atom u żelaza [6], H em  x (okre­
ślany również jako hem  c) jest związany kowalencyjnie z 
cytochromem za pośrednictw em  pojedynczego wiązania
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tioeterowego grupy winylowej protoporfiryny IX z Cys-35 
(reszta am inokwasowa zlokalizowana w obrębie pierwszej 
transbłonowej a-helisy) [19,24]. Atom żelaza hem u x koor­
dynowany jest przez cząsteczkę wody, która jest związana 
wiązaniem w odorow ym  z łańcuchem propionowym  he­
mu b n oraz z resztą Gly-38. Wykazano również, że reszty 
aminokwasowe zlokalizowane w sąsiedztwie hemu x, są 
zachowane w ewolucji w obrębie kompleksu cytochromów 
bj. Są to następujące reszty: Tyr-33, Cys-35, Gly-38, Phe-203, 
Ile-206 cytochromu b6 oraz Phe-40, Ile-44 podjednostki IV 
M. laminosus [24]. Wykazano, że u C. reinhardtii zastąpienie 
reszty cysteiny wiążącej hem  x resztą waliny powoduje dra ­
styczny spadek liczby kompleksów cytochromów b j  w bło­
nie, zaburzając tym sam ym  możliwość fotoautotroficznego 
w zrostu m utantów  [28].

Podjednostka IV kompleksu cytochromów b j  nie posiada 
grupy redoks, ale jej obecność jest niezbędna dla prawidło­
wego funkcjonowania kompleksu [29]. W pętli pomiędzy 
pierwszą i drugą transbłonową a  -helisą (E i F) znajduje się 
zachowana w ewolucji sekwencja aminokwasów (PEWY), 
wspólna dla podjednostki IV i cytochromu b łańcucha od­
dechowego. Zamiana tej na PWEY zaburza zarówno me­
chanizm przyłączania plastochinolu/plastochinonu, jak 
i mechanizm aktywacji kinazy LHCII [30], W miejscu Qp 
podjednostki IV sinicy Synechococcus PCC 7002 istotną rolę 
odgryw a reszta Leu-81. W roślinach wyższych oraz zielo­
nych glonach na powyższej pozycji znajduje się reszta feny- 
loalaniny [29],

BIAŁKO RIESKEGO

Białko Rieskego wiąże centrum żelazowo-siarkowe 2Fe- 
2S. Globularna dom ena białka Rieskego znajduje się w 
świetle tylakoidów. Białko zakotwiczone jest w błonie jedną 
transbłonową a-helisą, a N-koniec białka eksponowany jest do 
stromy chloroplastów [1,3], Ligandami grupy redoks 2Fe-2S są 
dwie reszty histydynowe oraz dwie reszty cysteinowe zloka­
lizowane w pętlach (34-(35 oraz (36-fi7 [31]. Cysteiny te (Cys- 
107 i Cys-125, numeracja reszt aminokwasowych łańcucha 
polipeptydowego białka Rieskego szpinaku) są ligandami 
atom u żelaza zlokalizowanego bliżej środka globularnej do­
meny białka Rieskego, natomiast reszty histydyny (His-109 
oraz His-128, numeracja jak wyżej) są ligandami atomu że­
laza znajdującego się bliżej zewnętrznej krawędzi domeny
[31], Powyższą strukturę stabilizuje cząsteczka wody, która 
połączona jest wiązaniam i wodorowym i z tlenem grupy 
karbonylowej wiązania cis-peptydowego reszty Pro-142 
(zlokalizowanej w  sekwencji aminokwasowej Gly-141-Pro- 
142-Ala-143-Pro-144) i z resztami His-128 i Arg-140 (S. ole­
rácea [31]).

CYTOCHROM/

Kolejnym białkiem kompleksu cytochromów bj, dla któ­
rego zbadano struktury krystaliczne o dużej rozdzielczości, 
jest cy to ch ro m / [32-34], Zawiera on wysokopotencjałowy 
hem  typu c [1,3]. Charakterystyczną cechą cy tochrom u/ 
jest m otyw Cys-X-X-Cys-His, którego funkcją jest wiązanie 
hemu [1,3]. Globularna domena cytochromu /k o m p le k su  
cytochromów b j  liczy około 250 reszt aminokwasowych i 
jest zlokalizowana po stronie lumenalnej (strona p) [3], Cy-
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to ch ro m /jes t zakotwiczony w błonie przez jedną transbło­
nową a-helisę, a C-koniec białka skierowany jest do stro­
my chloroplastów. Cechą charakterystyczną tego białka 
jest to, że szóstym ligandem hem u jest grupa a-am inow a 
N-końcowej aminokwasowej reszty białka [32], Na pozycji 
tej znajduje się reszta aromatyczna, przy czym w 20-tu se­
kwencjach aminokwasowych (na 23 sekwencje przeanalizo­
wane) na pozycji 1 jest reszta tyrozyny [3], Dostępne struk­
tury krystaliczne cy toch rom u/ z sinicy P. laminosum [35], 
C. reinhardtii [34] i rzepy (Brassica rapa) [32], potwierdziły 
obecność tzw. „łańcucha wodnego" czyli pięciu cząsteczek 
w ody zlokalizowanych w pobliżu hemu. Reszty amino­
kwasów, które tworzą wiązania wodorowe z cząsteczkami 
w ody „łańcucha wodnego" są zachowane w ewolucji, po­
dobnie jak te, które oddziałują z hemem [2,34,35], W obrębie 
10 reszt aminokwasowych tworzących opisane wiązania, 7 
(na 22 zbadane sekwencje aminokwasowe cytochromu f), 
jest identycznych. Mutacje tych reszt zaburzają funkcjono­
wanie kompleksu cytochromów b j [ 35].

MAŁE PODJEDNOSTKI

Funkcja małych podjednostek kompleksu cytochromów 
b j  mimo wielu badań nie jest do końca poznana i jedno­
znacznie zdefiniowana. Każda z małych podjednostek po­
siada jedną transbłonową a-helisę odpowiedzialną za za­
kotwiczenie białka w błonie tylakoidowej. Wszystkie małe 
hydrofobowe podjednostki mają 1-2 dodatnie ładunki po 
stronie n (stromalnej) błony. Kierunek w budow ania tych 
białek w  błonie jest zgodny z ds-pozytyw ną zasadą w budo ­
wyw ania białek błonowych [36].

Jak już wspomniano, podjednostka PetM jest kodow ana 
przez gen jądrowy. Produktem  translacji jest białko prekur- 
sorowe, które następnie jest transportowane do chloropla­
stu [16]. Sekwencja sygnalna (sekwencja tranzytowa) tego 
polipeptydu jest typową sekwencją białek stromalnych. Po­
łożenie N-końca po stronie lumenalnej wskazuje, że PetM 
przenoszony jest przez błonę tylakoidową. Podobne położe­
nie N-końca wykazuje pozbawiony sekwencji tranzytowej 
PetG [37], N-końce tych białek są bardzo krótkie i ubogie w 
naładow ane dodatnio reszty aminokwasowe. Poprzez ana­
logię do bakteryjnych systemów transportowych sugeruje 
się, że ich w budow yw anie w błonę jest niezależne od sys­
temu transportowego SEC, a zależy jedynie od potencjału 
błonowego [16,38]. Kolejną małą podjednostką, w ystępują­
cą zarówno u roślin wyższych, jak i sinic, a wykazującą naj­
mniejsze (wynoszące około 29%) podobieństwo struktury 
pierwszorzędowej, jest PetL. Podobieństwo w obrębie pod ­
jednostki PetG wynosi 73% a w przypadku PetN 59% [39]. 
Zaburzenie ekspresji genu PETL, kodującego podjednostkę 
PetL, powoduje zahamowanie fotoautotroficznego wzrostu, 
redukuje transport elektronów oraz zawartość kompleksu 
cytochromowego b j  u Chlamydomonas, ale nie u Synechocy- 
stis [40,41]. Podobna delecja w przypadku tytoniu objawia 
się zmniejszeniem stabilności dimeru bj, zwłaszcza w sta­
rzejących się liściach, jednakże nie w pływ a na przem iany 
fotoautotroficzne [42,43]. Gen PETN  koduje podjednostkę 
PetN i zwykle zlokalizowany jest w  genomie chloropla­
stowym (np. w  komórkach tytoniu), gdzie ma miejsce jego 
ekspresja. W C. reinhardtii PETN  znajduje się jest w  geno­
mie jądrowym. Zlokalizowano również ramkę odczytu ycfó
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(PETN) w  DNA tytoniu, lecz nie stwierdzono, czy białko 
ulega syntezie i jest funkcjonalne [17].

STRUKTURA HOLOKOMPLEKSU b f

Kompleks cytochromów bp  występuje w  błonie tylako- 
idowej w  formie dimeru i tylko dimer jest w  stanie pełnić 
funkcję biologiczną. Dimer jest stabilizowany przez kontakt 
transbłonowych helis cytochromów b6 i transbłonowych he­
lis białek Rieskego, których rozpuszczalna dom ena i trans- 
błonowa dom ena znajdują się w  różnych monomerach. To 
wyjaśnia konieczność istnienia kompleksu cytochromów 
bp  w  formie dimeru. Kolejne uzasadnienie istnienia dim e­
ru jako jednostki funkcjonalnej wynika z obecności dwóch 
szczelin, przez które następuje w ym iana chinonów. Po­
dobne szczeliny występują w  kompleksie cytochromów bc; 
[3,44,45]. Szczeliny te tworzą powierzchnie dwóch m ono­
merów; miejsca Qn i Qp, wiążące chinon/chinol, znajdują się 
na dwóch różnych monomerach w ew nątrz tej samej szcze­
liny [24], Dwa monomery tworzą wolną od białek szczelinę 
o wymiarach 30 A (wysokość) na 15 A (głębokość) na 25 A 
(szerokość) [46]. Ściany szczeliny tworzą helisy C, D (cyto­
chromu b6) i F (podjednostki IV) jednego m onom eru oraz 
helisy A (cytochromu b6) i E (podjednostki IV) oraz helisa 
transbłonowa białka Rieskego drugiego monomeru. Dwie 
cząsteczki lipidu (DOPC) pełnią rolę strukturalną, podpie ­
rając szczelinę [24], Procedura oczyszczania kompleksu 
cytochromów bp  z M. laminosus usuw a te lipidy i u trudnia 
krystalizację kompleksu [25]. Dopiero dodanie lipidów do 
preparatu stabilizuje strukturę i jest koniecznym w arun ­
kiem uzyskania wysokiej jakości kryształów [25]. Procedu­
ra oczyszczania kompleksu cytochromów bp z C. reinhardtii, 
w połączeniu z zastosowaniem niskich stężeń niejonowego 
detergentu, sprawia, że syntetyczny lipid nie musi być sto­
sowany [19]. W wyniku zastosowania tej procedury, lipidy

występujące in vivo w kompleksie cytochromów bp  pozo­
stają w  nim  [19].

W skład każdego m onom eru kompleksu cytochro­
mów bp  wchodzą także chlorofil a i (3-karoten. W m onom e­
rach kompleksów cytochromów fr^roślin wyższych, glonów 
i sinic zarówno hem  ,t, chlorofil a, jak i (3-karoten, w ystępu­
ją w  stosunku molowym 1:1:1 [47-50], Chlorofile zlokali­
zowany jest między drugą (F) a trzecią (G) transbłonową 
a-helisą podjednostki IV i lokuje się niemal równolegle do 
płaszczyzny hem u bn w obrębie tego samego m onom eru bp  
(Ryc. 1) [24], Przypuszczalnie w kompleksie cytochromów 
bp  odgryw a rolę strukturalną oraz uczestniczy w  aktywacji 
kinazy LHCII [24,51], Jego lokalizacja w  dim erze jest ściśle 
określona, niemniej możliwa jest w ym iana cząsteczek chlo­
rofilu a na cząsteczki chlorofilu znakowane radioaktywnie 
([3H]ChD) w wyizolowanych kompleksach cytochromów 
bpC. reinhardtii [49]. Cząsteczka (3-karotenu zlokalizowana 
jest w  centrum  transbłonowego rejonu m onom eru bp. Usy­
tuow ana jest między podjednostkami PetL, PetM, w  pobliżu 
drugiej (B) transbłonowej a-helisy cytochromu b6, pierwszej 
(E) transbłonowej a-helisy podjednostki IV, a także podjed­
nostki PetG [24], Na podstawie w idm  absorpcji p-karotenu 
ekstrahowanego z kompleksu bp  ze  szpinaku ustalono, że 
w  kompleksie cytochromów bp  występuje on w  konform a­
cji cis (9-ris-p-karoten charakteryzuje m aksim um  absorpcji 
w  341 nm  oraz dw a sygnały absorpcji w  444 nm  i 471 nm)
[52].

PORÓWNANIE KOMPLEKSÓW 
CYTOCHROMÓW bp  ORAZ bc1

Struktura pierwszorzędowa trzech z czterech głównych 
polipeptydów  kompleksu cytochromów bp  jest zachowana 
w ewolucji i występuje we wszystkich poznanych kom ­
pleksach cytochromów bcr Cytochrom b6, podjednostka IV

Hem typu c
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Rycina 1. Schemat dimeru kompleksu cytochromowego b j z M. laminosus opracowany na podstawie danych uzyskanych z analizy struktury krystalicznej (dane PDB pod 
adresem: h ttp :// www.rcsb.org/p d b /explore.do?structureId=lVF5). Po prawej przestrzennie rozmieszczone grupy prostetyczne kompleksu oraz odległości między środ­
kami grup prostetyczych (A). Po lewej graficzny obraz składu polipeptydowego dimeru bj. Na jasnoróżowo oznaczono podjednostkę PetN, na fioletowo podjednostkę 
PetG, na szaro podjednostkę PetM, a na zielono podjednostkę PetL. Lokalizację czterech głównych podjednostek kompleksu cytochrom b j  oraz przestrzenną lokalizację 
grup prostetycznych opisano i zaznaczono strzałkami.
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i białko Rieskego są homologami składników kompleksu 
cytochromów bcr  Cytochrom b6 jest homologiem N-końo- 
wego fragmentu cytochromu b [1-5,19,53], Podjednostka 
IV wykazuje homologię z C-końcową częścią cytochromu 
b; jej dodatkową funkcją jest wiązanie chlorofilu a [54]. 
S truktury trzeciorzędowe białek Rieskego wchodzących 
w skład kompleksów cytochromów bfi oraz bc: wykazują 
duże podobieństwo w  obrębie dom en wiążących 2Fe-2S 
lecz różnią się w  domenie oddalonej (dystalnej) od błony. 
Porównanie struktury pierwszorzędowej białek Rieskego 
zwierząt, roślin wyższych, glonów, sinic i bakterii p u rp u ­
rowych, pozwoliło na stwierdzenie homologii w  obrębie se­
kwencji am inokwasów łańcucha polipeptydowego domen 
wiążących 2Fe-2S [31]. Badania z zastosowaniem mutacji 
punktowych wskazują, że ruch wym agany przy transporcie 
elektronów rozpuszczalnej dom eny białka Rieskego sinicy 
Synechococcus PCC 7002 [24,55] jest znacznie mniejszy niż 
w kompleksie cytochromów bc: [56,57]. W białku Rieskego 
kompleksu cytochromów bfi reszta Gly-141 jest połączona 
z resztą Pro-142 wiązaniem c/s-peptydowym (numeracja 
dla szpinaku). Wiązanie trans-peptydowe reszty glicyny z 
resztą proliny w białku Rieskego m itochondriów jest w aż­
nym  elementem stabilizującym to białko dzięki wiązaniom 
w odorow ym  z resztą Arg-128, nie mającej swojego odpo­
wiednika w sekwencji aminokwasowej białka chloropla­
stów [31]. Cytochrom / pełni analogiczną funkcję jak cyto­
chrom  Cj, jednakże nie wykazuje homologii w  sekwencji 
aminokwasowej z wyjątkiem pięciu reszt wiążących hem 
typu c. Również nie stwierdzono podobieństw w  struktu­
rze. Jego struktura, składająca się z pasm ß oraz z dużej i 
małej domeny, jest unikalna dla cytochromów typu c [32], 
Większa stabilność kompleksu cytochromów bc} wynika 
m iędzy innymi z kontaktu pomiędzy dw om a cytochroma- 
mi cr Brak jest takiego kontaktu pomiędzy cytochromami fi 
hemy typu c w kompleksie cytochromów bfi są położone o 
25 A dalej w porów naniu z kompleksem cytochromów bc; 
[51]. Orientacja płaszczyzny hemu w cytochromie c7 jest nie­
mal prostopadła w  stosunku do powierzchni błony, czym 
również różni się od ułożenia hemu c y to c h ro m u /[1,24].

Nie ma analogów małych podjednostek (PetG, PetM, 
PetN i PetL), które są rozmieszczone peryferyjnie i wiążą ß- 
karoten. Kompleks cytochromów b f i  w  miejscu Qn wiąże do­
datkow y hem. Liczbę polipeptydów  tworzących kompleks 
cytochromów bc1 charakteryzuje duże, powstałe w w yni­
ku ewolucji, zróżnicowanie. Kompleks cytochromów bc: z 
purpurow ej bakterii fotosyntetycznej Rhodobacter capsulatus 
składa się z 3 polipeptydów  [58], drożdży z 9 [59], a ptaków 
z 11 [60]. Zarówno h e m i  cytochromu b6, jak i cząsteczki 
chlorofilu a i ß-karotenu, nie mają swoich odpowiedników 
w kompleksie cytochromów bc3 łańcucha oddechowego [2],

SKŁADANIE HOLOKOMPLEKSU bfi

Sekwencyjny mechanizm tworzenia kompleksu cyto­
chrom ów bfi jest nadal przedm iotem  intensywnych badań. 
W komórkach C. reinhardtii stabilność podjednostek holo- 
kom pleksu bfi jest uzależniona między innymi od obecno­
ści praw idłow o funkcjonującego enzym u proteolitycznego 
ClpP [61]. Kluczową rolę w popraw nym  składaniu holo- 
kom pleksu odgryw a praw idłow e w budow anie w  błonę 
tylakoidów białek stanowiących jego rdzeń: cytochromu b6,
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białka Rieskego, podjednostki IV oraz cytochromu fi. Po­
praw ne i prawidłowe wbudow anie w  błonę cytochromów 
b6 i/de te rm inu je  włączenie hemów, co odbywa się z udzia­
łem innych białek [62,63], Przy braku cytochromu bb oraz 
podjednostki IV, poziom syntezy cytochromu /  spada do 
około 10 % w porów naniu z norm alnym  poziomem syntezy 
[64,65]. Wynika to z faktu, że cytochrom /s ta n o w i podsta­
w owy element regulacji składania kompleksu cytochromów 
bfi na poziomie inicjacji translacji; jest to tzw. zjawisko epi- 
statycznej kontroli syntezy (CES, C. reinhardtii) [64], Synteza 
białka (w powyższym  przypadku podjednostką CES jest 
cytochrom fi) jest uzależniona od prawidłowości składania 
kompleksu, a dokładnie od tzw. podjednostek dominują­
cych. Podjednostkami dominującymi kompleksu cytochro­
m ów bfi są prawidłowo w budow ane w  błonę cytochrom bb i 
podjednostka IV [64,65], W ażnym elementem regulacji tego 
systemu jest transbłonowa, C-końcowa a-helisa cytochro­
m u /  oraz 8 reszt aminokwasowych zlokalizowanych tuż 
za tą a-helisą (reszty Lys-Lys-Lys-Gln-Phe-Glu-Lys-Val) od 
stromy chloroplastów [65], Zastąpienie, znajdującej się na 
pozycji pierwszej, reszty lizyny resztą metioniny, oraz resz­
ty fenyloalaniny resztą seryny, hamowało autoregulację, 
powodując trzykrotny wzrost częstości translacji cytochro­
m u [65]. Za inicjację translacji powyższego białka odpow ie­
dzialny jest region 5'UTR genu PETA. Gdy podstawiono w 
jego miejsce inny, niezwiązany z powyższą regulacją 5'UTR 
(sekwencja nukleotydowa kodująca pierwsze 25 reszt ami­
nokwasowych podjednostki a  syntazy ATP), nastąpiło za­
blokowanie kontroli CES [64].

W spomniany m otyw 8 reszt aminokwasowych cyto­
chromu /  oraz reszta Gln-297 (zlokalizowana w transbło- 
nowej helisie kotwiczącej białko), pośrednio oddziałuje z 
5'UTR petA mRNA. W oddziaływaniach pośredniczy białko 
TCA, czynnik jądrowy zaangażowany w  inicjację translacji 
[62,66,67], C-końcowy rejon cytochrom u/oddziałuje z czyn­
nikiem TCA. Związanie cytochromu /  z cytochromem bb 
oraz podjednostką IV w  błonie tylakoidów powoduje uw ol­
nienie TCA od C-końcowego fragmentu cytochromu i TCA 
(poprzez oddziaływanie z 5'UTR mRNA genu PETA) pro ­
muje translację tej podjednostki kompleksu cytochromów 
bfi. W komórkach zawierających zablokowany gen petD 
brak wyprodukowanej i wbudowanej w  błonę podjednost­
ki IV wywołuje proteolityczną degradację cytochromu b6. 
Czynnik TCA pozostaje połączony z C-końcowym rejonem 
cytochrom u/, nie stymulując tym samym translacji (spadek 
liczby translacji do 10%). Mutacje w  obrębie domeny w iążą­
cej TCA w cytochrom ie/blokow ały przyłączanie tego czyn­
nika do białka zlokalizowanego w  błonie, stymulując tym 
samym jego translację [62,67]. Mechanizm oddziaływań 
czynnika TCA z cytochrom em /, w  kontekście mechanizmu 
CES oraz regulacji składania kompleksu cytochromów bfi 
przedstawia Ryc. 2. Białkiem kodow anym  przez genom ją­
drowy, zaangażowanym  w  stabilizację transkryptu mRNA 
genu PETA, jest białko MCA1 [66,68]. Obniżony poziom 
białka MCA1 i TCA zaburza ekspresję genu PETA [68],

CZYNNIKI POWODUJĄCE NIESTABILNOŚĆ 
STRUKTURALNĄ HOLOKOMPLEKSU bfi

Delecja chloroplastowego genu PETG C. reinhardtii lub 
Synechocystis PCC 6803 powoduje znaczny spadek liczby 
kompleksów cytochromów bfi w  błonach tylakoidów. Brak
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Rycina 2. Graficzny model ekspresji genu cytochrom u/w komórkach C. reinhardtii; model regulacji CES. A. Ekspresja 
genu cytochrom u/w  szczepie dzikim. B. Ekspresja genu cytochromu/ w komórkach z zablokowanym genem petD. 
Brak elementu dominującego (podjednostki IV) powoduje degradację cytochromu b6. Czynnik TCA nie jest uwal­
niany z cytochromu/, tym samym nie stymuluje translacji kolejnych białek [62,65]. C. Ekspresja genu cytochrom u/ 
w komórkach ze zmutowanym odcinkiem 8 reszt aminokwasowych oddziałujących z czynnikiem TCA. Na różowo 
oznaczano czynnik TCA, na czerwono cytochrom /  na zielono cytochrom b6, na pomarańczowo podjednostkę IV, na 
niebiesko enzym proteolityczny ClpP (dane dla C. reinhardtii [61]), na żółto w tle dwuwarstwę lipidową; n — okre­
ślenie stromalnej powierzchni błony tylakoidów; p — określenie lumenalnej powierzchni błony tylakoidów (na pod­
stawie [62,65]).

podjednostki PetG ujemnie wpływ a na składanie holokom- 
pleksu białkowego w C. reinhardtii (rezultatem mutacji dele- 
cyjnej genu petG C. reinhardtii jest zahamowanie w zrostu fo- 
toautotroficznego) oraz Synechocystis PCC 6803 [40,69], Po­
dobne wyniki uzyskano dla m utanta delecyjnego genu petN  
zarów no tytoniu (N. tabacum), jak i Synechocystis PCC 6803 
[17,39,40], Mutacje zaburzenia ramki odczytu genu PETN  ty­
toniu skutkuje zmniejszeniem liczby i stabilności komplek­
sów w  błonie [17]. Całkowite zablokowanie ekspresji tego 
genu pow oduje obumieranie pędów  tytoniu w ciągu kilku 
dni [17]. Wydaje się także, że w pływ  na syntezę komplek­
su posiada podjednostka PetG, której brak uwidacznia się 
już na początkowym etapie składania kompleksu cytochro­
m ów b f  [39], Jest to zaskakujące biorąc pod uwagę, że pod ­
jednostki te są położone peryferyjnie w kompleksie. Z d ru ­
giej strony, podobną rolę pełnią małe podjednostki (PsbE, 
PsbF, PsbL oraz PsbJ) w  fotosyntetycznym kompleksie PSU 
tytoniu [70,71]. W porów naniu do pozostałych małych pod- 
jednostek kompleksu, podjednostka PetM nie w pływ a na 
stabilność i składanie kompleksu cytochromów b f  [40,72], 
Brak podjednostki PetL powoduje utratę białka Rieskego z 
monomerycznych form kompleksu cytochromów b f  [39], 
Warto zwrócić uwagę na fakt, że funkcja małych podjed- 
nostek w stabilizowaniu kompleksu cytochromów b f  może 
zależeć od ich lokalizacji w  dimerze. Jak już wspomniano, 
destabilizację holokompleksu b f  powoduje brak podjed­
nostki IV, cytochromu b6, białka Rieskego, podjednostki 
PetG i cytochromu /  [53,61,63,64,69], W cytochromie b6

punktow a mutacja reszty leucy- 
ny na pozycji 204 (numeracja dla 
C. reinhardtii) na resztę proliny, 
całkowicie ham uje proces foto­
syntezy. Następuje zablokowanie 
transportu elektronów i brak jest 
kompleksów b f, co wynika z bra ­
ku prawidłowo w budow anych 
hemów w cytochromie b. [73].

PODSUMOWANIE

Znane obecnie struktury  kom ­
pleksu cytochromów b f  dostar­
czyły nowych informacji w  od ­
niesieniu do struktury  i funkcji 
składowych kom pleksu (hem x 
cytochromu b f  M echanizm bio- 
genezy kom pleksu cytochromów 
bf, dzięki p row adzonym  obecnie 
badaniom jest coraz bardziej czy­
telny, zrozumiały, wskazując na 
precyzję, złożoność i wieloaspek- 
towość całego procesu.
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ABSTRACT
Both photosynthetic cytochrome b f  complex, and respiratory cytochrome bct belong to the family of cytochrome be complexes. Both protein 
supercomplexes participate in the transport of electrons, proton translocation through the biological membrane, and they catalyze chinon oxi­
dation as well. The function, composition, spatial organization and biosynthesis of cytochrome b f  complex has been being the subject of re­
search for years. The obtained crystal structures revealed the presence of the third haem in the cytochrome b6, whereas mutagenic experiments 
indicated the participation of the additional protein factor (TCA) engaged in the regulation of b f  cytochrome complex synthesis through the 
interaction between TCA and 5U T R  of the PETA  transcript. The follow ing compendium is the collection of the current data and knowledge  
with reference to the structure and biogenesis of the above mentioned protein complex.
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Chinony prenylowe - występowanie, 
biosynteza i funkcje

STRESZCZENIE

Chinony prenylowe stanowią grupę związków obecnych we wszystkich organizmach. 
Zbudowane są z polarnego pierścienia ulegającego reakcjom redoks oraz długiego, hy­

drofobowego łańcucha bocznego. Ze względu na amfifilową strukturę, występują głównie w  
błonach biologicznych, pełniąc tam przede wszystkim rolę przenośników elektronów i pro­
tonów w fotosyntetycznym i oddechowym łańcuchu transportu elektronów. Są również w y­
dajnymi antyutleniaczami. Mogą także pełnić bardziej specyficzne funkcje np. jako kofakto- 
ry enzymów. Wśród chinonów prenylowych, ze względu na strukturę pierścienia, wyróżnia 
się menachinony (witamina K2), filochinon (witamina Ka), ubichinony oraz plastochinony, 
choć znane są także inne rodzaje, np. tokoferylochinony. Często różne grupy organizmów są 
zdolne do biosyntezy tylko niektórych rodzajów chinonów prenylowych. W niniejszej pracy 
przedstawiono syntetyczny przegląd informacji dotyczący najważniejszych grup chinonów  
prenylowych, ich budowy, funkcji, biosyntezy oraz występowania.

WPROWADZENIE

Większość związków zawierających układy chinonowe, wykrywanych w  or­
ganizmach, to metabolity wtórne roślin, grzybów, porostów i bakterii. Do tej 
pory opisano ponad 2400 naturalnie występujących chinonów [1,2]. W śród tej 
licznej g rupy związków na szczególną uwagę zasługują chinony prenylowe, 
zwane także, ze względu na pełnione przez nie podstawowe funkcje w  m etabo­
lizmie, biochinonami. O ich znaczeniu najlepiej świadczy fakt, że występują we 
wszystkich grupach organizmów [3]. Pełnią tam różnorodne funkcje, z których 
najważniejsza to udział w  fotosyntetycznym i oddechowym  łańcuchu transpor­
tu elektronów. Cząsteczki chinonów prenylowych mają charakter amfifilowy. 
Zbudow ane są z polarnego pierścienia chinonowego zawierającego różne pod ­
stawniki (najczęściej metylowe lub metoksylowe) oraz hydrofobowego łańcucha 
izoprenoidowego o różnej długości. Łańcuch ten zbudow any jest z 5-węglowych 
jednostek i zawiera zwykle wiązanie podwójne w konfiguracji trans w  każdej 
jednostce. Łańcuch boczny zapewnia cząsteczkom chinonów prenylowych roz­
puszczalność w  tłuszczach, a także „kotwiczy" je w  dw uw arstw ach lipidowych 
i w hydrofobowych rejonach białek. Hydrofilowy pierścień chinonów prenylo­
wych jest zazwyczaj eksponowany do środowiska w odnego lub oddziałuje z po­
larnymi rejonami białek. Układ chinonowy może ulegać odwracalnej, dw ustop ­
niowej redukcji prowadzącej do powstania chinolu (hydrochinonu) (Ryc. 1).

Lokalizacja i dynam ika molekularna chinonów prenylowych w błonach bio­
logicznych jest ściśle związana ze strukturą ich cząsteczek (długość łańcucha 
bocznego, liczba i rodzaj podstaw ników  w pierścieniu, jego stan redoks) i ma 
kluczowe znaczenie dla pełnienia odpowiednich funkcji biologicznych tych 
związków. Zagadnienia te omówiono szerzej we wcześniejszych pracach [4,5]. 
Zdolność odwracalnej redukcji połączona z hydrofobowym  charakterem cząste­
czek umożliwia chinonom prenylowym  pełnienie funkcji przenośników elek­
tronów i protonów  pom iędzy kompleksami białkowymi w błonach. Stąd chi-
------------------------------------------------------------------  nony prenylowe stanowią

q  cr q h 2 element fotosyntetycznych
i oddechowych łańcuchów 
transportu elektronów i to 

V V -  jf "A zarówno w postaci rucho-
^  ^  mych przenośników w odoru

2H ' w  błonach, jak i kofaktorów
trwale związanych z białka­
mi, uczestniczących w  trans-

Rycina 1. Reakcje redoks pierścienia benzochinonów. Q — for- , , , „ , , .
ma utleniona, Q -  anionorodnikowa, semichinonowa forma P ° rC le  e l e k t r o n ó w  W  o b r ę b i e
pośrednia; nietrwała i reaktywna, może być stabilizowana po- k o m p l e k s ó w  b i a ł k o w y c h  [3].
przez oddziaływania z białkiem, QH, -  obojętna elektrycznie, F o r m y  c h i n o l o w e  ( h y d r o c h i -
trwała forma chinolowa (hydrochinonowa). . .

nonowe), powstające w wy-

e- 2H
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CHINONY PRENYLOWE

Naftochinony

m enachinon-8 (wit. K2, MK-8) 

O

Benzochinony

Ubichinony

o
CH3O ^ ^ H ^ /C H 3 

c h 3o "

ubichinon-10 (UQ-10) 

filochinon (wit. K,)

Rycina 2. Struktura powszechnie występujących chinonów prenylowych.

Plastochinony

plastochinon-9 (PQ-9; PQ-A)

niku redukcji, posiadają także zdolności antyutleniające,
umożliwiające im między innymi ochronę Dion biologicz­
nych przed peroksydacją lipidów. Niektóre chinony pre- 
nylowe są także kofaktorami enzymów. Postuluje się także 
udział tych związków w regulacji ekspresji genów [6].

Naturalnie występujące chinony prenylowe są pochod­
nymi benzochinonu lub naftochinonu (Ryc. 2). Szczególnie 
duża różnorodność tych związków występuje w  organi­
zmach prokariotycznych, stąd można wykorzystywać ana­
lizę składu chinonów prenylowych u tych organizmów jako 
narzędzie taksonomiczne [7].

NAFTOCHINONY

WYSTĘPOWANIE I FUNKCJE NAFTOCHINONÓW

Naftochinony są grupą związków „ewolucyjnie star­
szych" od benzochinonów [8], Ich główną funkcją jest 
udział w  transporcie elektronów i protonów w łańcuchu 
oddechowym  wielu grup bakterii (np. bakterii gramdo- 
datnich) [8], Najpowszechniej występującymi przedstaw i­
cielami naftochinonów organizmów prokariotycznych są 
menachinony (MK) o różnej długości łańcucha bocznego, 
choć często występują także demetylomenachinony (DMK) 
[3]. Przenoszą one elektrony pomiędzy kompleksami dehy­
drogenaz a cytochromem bc1 [3,8], Ponadto uczestniczą w 
fotosyntezie bakteryjnej, gdzie występują w centrach reakcji 
typu PSU oraz w błonach zielonych bakterii nitkowatych i 
niektórych bakterii purpurow ych [9], Menachinony pełnią 
także funkcje przenośnika elektronów między pierwotnym 
donorem elektronów a centrum żelazo-siarkowym Fe4S4 w 
centrach reakcji typu PSI zielonych bakterii siarkowych i he- 
liobakterii [9]. U proteobakterii zdolnych także do syntezy 
ubichinonów (UQ), wykorzystanie chinonów prenylowych 
zależy od typu przeprowadzanego przez nie metabolizmu. 
Obligatoryjne aeroby wykorzystują UQ, zaś MK jest w y­
korzystywany przez obligatoryjne anaeroby posiadające 
oddechowy łańcuch transportu elektronów z końcowym 
akceptorem innym niż tlen (np. azotan) [3]. Fakultatywne 
beztlenowce, takie jak E. coli, syntetyzują zarówno UQ, jak i 
MK [3], przy czym ich wzajemny stosunek zależy od zawa-
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rości tlenu w otoczeniu. U E. coli ho­
dowanej w w arunkach tlenowych 
poziom UQ jest 4-5 razy w yższy niż 
poziom MK+DMK, podczas gdy w 
warunkach beztlenowych poziom 
UQ jest 3-razy niższy od poziomu 
MK+DMK [10]. Uważa się, że m ena­
chinony posiadające niższy poten­
cjał redoks niż UQ lepiej spełniają 
swoją funkcję w  łańcuchu oddecho­
wym  zawierającym akceptory elek­
tronów o niskim potencjale [3,8], 
Wykazano, że u m utantów  E. coli 
zawierających tylko UQ albo MK, 
dochodzi do funkcjonalnego zastę­
powania brakującego chinonu pre- 
nylowego, choć nie dla wszystkich 
donorów elektronów, gdyż niektó­
re dehydrogenazy wykazują specy­
ficzność substratową. Menachinony 
są obecne także u archebakterii (A r- 
chaea), gdzie zawierają często nasy­

cone łańcuchy izoprenoidowe [7], U organizm ów prokario­
tycznych menachinony uczestniczą również w biosyntezie 
zasad pirym idynowych w w arunkach beztlenowych [11].

Filochinon, zwany też w itam iną K4, jest syntezowany 
przez wszystkie organizmy zdolne do oksygenicznej (wy­
twarzającej tlen) fotosyntezy, czyli przez rośliny i sinice. Jego 
łańcuch boczny stanowi reszta fitolu. Filochinon funkcjonu­
je jako kofaktor A1 w PSI, przenosząc elektrony pom iędzy 
przenośnikiem A() (chlorofil a związany poprzez reszty m e­
tioniny z heterodimerem białek PsaA/B) a centrami żelazo- 
siarkowymi typu Fe4S4 [9,12], W PSI występują 2 cząsteczki 
filochinonu na jedno centrum  reakcji, pełniące identyczne 
funkcje przenośników elektronów w dwóch równoległych 
gałęziach, jednak szybkość transportu elektronów w jednej 
z nich jest około 10 razy większa niż w  drugiej. Różnice te 
wynikają z nieco odmiennego otoczenia aminokwasowe- 
go obu cząsteczek filochinonu [13]. Wyniki doświadczeń z 
wykorzystaniem m utanta Synechocystis sp. pozbawionego 
filochinonu wykazały, że może on być zastępow any w PSI 
przez PQ, chociaż szybkość transportu elektronów jest w 
tym przypadku mniejsza [14]. W liściach Arabidopsis thaliana 
filochinon występuje prawie wyłącznie w  chloroplastach, z 
czego około 50% zlokalizowane jest poza PSI, głównie w 
plastoglobulach [15], Niewielka frakcja filochinonu była 
również w ykryw ana w otoczce chloroplastu, miejscu syn­
tezy filochinonu i innych chinonów prenylowych u roślin
[16], Filochinon występuje u roślin wyższych głównie w  li­
ściach w postaci utlenionej oraz w  mniejszej ilości w  formie 
zredukowanej, natomiast w  innych organach (owoce, ko­
rzenie, bulwy) wykryto ten związek w  znacznie mniejszych 
ilościach i tylko w postaci utlenionej [15]. Postulowano rów ­
nież udział filochinonu w łańcuchu transportu elektronów 
w błonie komórkowej między dehydrogenazą NAD(P)H a 
cytochromem typu b, który ma służyć do produkcji aniono- 
rodnika ponadtlenkowego w  odpowiedzi na atak patogenu
[17], W badaniach in vitro wykazano aktywność reduktazy 
chinonowej zależnej od NAD(P)H na izolowanych p repara ­
tach błon [17], Aktywność ta była stym ulowana przez d oda ­
ny do mieszaniny reakcyjnej filochinon. Poparciem hipotezy
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szikim ian choryzmian izochoryzmian o-bursztynylobenzoesan

COOH COOH COOH

O O
Rycina 3. Szlak biosyntezy MK-8. OPT — oktaprenylotransferaza l,4-dihydroksy-2-naftanowa, R-PP 
— difosforan oktaprenylu syntetyzowany w serii reakcji kondensacji katalizowanej przez syntazy difos- 
foranów prenylowych, R — łańcuch oktaprenylowy.

o udziale filochinonu w wyżej wymienionych reakcjach in 
vivo było jego wykrycie w  błonie komórkowej kukurydzy.
[17].

ZNACZENIE W METABOLIZMIE CZŁOWIEKA

Naftochinony prenylow e przyjęło się potocznie na ­
zywać w itam inam i K, ze w zględu na ich niezbędność w 
metabolizmie człowieka, a których organizm  nie jest sam 
w stanie syntetyzować. Do grupy związków  określanych 
m ianem  witaminy K należą: w itam ina Ka (filochinon; po­
chodzenia roślinnego), w itam ina K2 (menachinon; pocho­
dzenia bakteryjnego) oraz w itam ina K3 (menadion; synte­
tyczny odpow iednik w itam iny K). Litera „K" w yw odzi się 
od niemieckiego słowa „koagulation". W itamina K została 
odkryta w roku 1929 przez Dama, natom iast po raz p ierw ­
szy oczyszczono ją i wyizolowano z liści lucerny dziesięć 
lat później [18]. W itamina K jest niezbędna dla praw id ło ­
wego funkcjonowania niektórych białek zaangażow anych 
w  krzepnięcie krwi. Działa jako kofaktor enzym u katali­
zującego przem ianę kw asu glutam inow ego w kwas y- 
karboksyglutam inow y, który ułatwia białkom wiązanie 
jonów wapnia, co z kolei w pływ a na aktywację siedm iu 
czynników krzepnięcia krwi niezbędnych w tym  procesie
[18], O prócz udziału w procesie koagulacji, dobrze udoku ­
m entow any jest także udział w itam iny K w mineralizacji 
kości [19] oraz w regulacji aktywności w ielu enzym ów  za­
angażow anych w metabolizm sfingolipidów m ózgu [20], 
Rezultatem niedoboru w itam iny K są niepraw idłow ości w 
procesie krzepnięcia krwi (wydłużenie czasu krzepnięcia 
krwi oznaczanego w testach laboratoryjnych), samoistne 
krw aw ienia z nosa, dziąseł, obecność krwi w  moczu i kale 
oraz bardzo obfite krw aw ienia miesięczne u kobiet [18]. U 
niem ow ląt może dochodzić do w ew nętrznych krwotoków 
w obrębie czaszki [18], Niektóre dane sugerują związek 
niedoboru w itam iny K z w ystępow aniem  dziecięcej bia­
łaczki i innych typów  raka [21], Ponadto niedobór w itam i­
ny K zwiększa ryzyko osteoporozy [19].

Pomimo tego, że witamina K jest synte­
tyzowana przez symbiotyczne mikroorga­
nizmy występujące w jelitach, dla zapew ­
nienia ilości wymaganej przez organizm 
konieczne jest dostarczanie jej wraz z poży­
wieniem. Dobrym źródłem witaminy K są 
olej rzepakowy, olej sojowy, oliwa z oliwek 
oraz zielone części roślin (brokuły, jarmuż, 
szpinak, sałata, botwinka, rzeżucha, pie­
truszka) [18].

BIOSYNTEZA NAFTOCHINONÓW

Prekursory polarnego pierścienia i izo- 
prenoidowego łańcucha bocznego są synte­
tyzowane w oddzielnych szlakach. Pierwot­
nymi prekursoram i biosyntezy łańcucha 
prenylowego są difosforan dimetyloallilu 
i izopentenylu (IPP), które u archebakterii, 
nielicznych gatunków bakterii należących 
do różnych grup systematycznych (np. 
Chloroflexus aurantiacus, Borrelia burgdor­
feri, Myxococcus fulvus), pierwotniaków, 
grzybów, roślin i zwierząt są syntetyzo­

w ane w  szeregu reakcji szlaku mewalonowego, natomiast 
u większości bakterii i w  chloroplastach roślin powstają na 
drodze reakcji szlaku 1-deoksy-D-ksylulozo fosforanowego 
(DXP) [22]. W reakcji dobudow yw ania kolejnych reszt IPP 
do difosforanu dimetyloallilu przez specyficzną dla róż­
nych grup organizmów syntazę difosforanu poliprenylu, 
powstaje coraz dłuższy łańcuch. Długość tego łańcucha jest 
determ inowana przez strukturę centrum  aktywnego odpo­
wiedniej syntazy. W związku z tym, liczba jednostek preny­
lowych różni się często u różnych gatunków, szczególnie u 
organizm ów prokariotycznych. Przykładowo MK u E. coli 
posiada osiem jednostek prenylowych (MK-8), u Heliobac- 
ter pylori występuje MK-4 oraz MK-6, natomiast u Bacillus 
firmus MK-7 [3]. Prekursor układu naftochinonowego po­
chodzi ze szlaku kwasu szikimowego [23]. W szeregu reak­
cji z szikimianu powstaje l,4-dihydroksy-2-naftan (Ryc. 3). 
Następnie prenylotransferaza l,4-dihydroksy-2-naftanowa 
katalizuje reakcję kondensacji l,4-dihydroksy-2-naftanu z 
prekursorem  łańcucha, difosforanem poliprenylu. Ostatnią 
reakcją jest metylacja w  obrębie pierścienia zawierającego 
układ chinonowy.

Biosynteza filochinonu przebiega w podobny sposób, 
a główna różnica polega na tym, że prenylotransferaza 
przeprowadzająca kondensację wykorzystuje jako substrat 
difosforan fitylu [12]. Reakcja ta zachodzi w  otoczce chlo­
roplastów [24], Doświadczenia na m utantach Arabidopsis z 
upośledzoną biosyntezą filochinonu wykazały udział pro ­
duktu  genu PHYLLO, występującego w  genomie jądrowym  
w biosyntezie filochinonu. Gen PHYLLO wykazuje homo- 
logię z czterema genami bakteryjnymi menL, menD, menC i 
men H, katalizującymi odpowiednie reakcje biosyntezy MK 
u eubakterii (Ryc. 3) i filochinonu u sinic [25]. Fakt ten suge­
ruje, że geny kodujące białka, które biorą udział w  biosyn­
tezie filochinonu, pochodzą z prokariotycznego endosym- 
bionta.
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BENZOCHINONY

WYSTĘPOWANIE I FUNKCJA UBICHINONÓW

UQ-10 (koenzym Q-10, Q 10, ubichinon-10, CoQ) został 
odkryty w  1957 roku, przez F. Cranea [26]. N azwa „ubichi- 
non" wyw odzi się od łacińskiego słowa ubitarius, oznacza­
jącego wszechobecny (ang. ubiquitous), co wiąże się z jego 
występowaniem  w mitochondriach wszystkich grup orga­
nizmów, gdzie jest przenośnikiem elektronów w łańcuchu 
oddechowym  [27], Ponadto u organizmów eukariotycz­
nych, UQ został zidentyfikowany nie tylko w wewnętrznej 
błonie mitochondriów, ale także w siateczce śródplazma- 
tycznej, aparacie Golgiego, lizosomach, peroksysomach i 
błonach komórkowych [3,27,28].

UQ w mitochondriach przenosi elektrony z kompleksu 
dehydrogenazy NADH oraz dehydrogenazy bursztynia- 
nowej na cytochrom bcr Transport elektronów przez UQ 
pom iędzy wspom nianym i kompleksami oraz w  tzw. cyklu 
Q jest sprzężony z transportem protonów w poprzek błony 
mitochondrialnej [3]. UQ występuje w  łańcuchu oddecho­
w ym  wielu mikroorganizmów, gdzie bierze udział zarów ­
no w oddychaniu tlenowym oraz w mniejszym stopniu w 
oddychaniu beztlenowym, w którym końcowym akcep­
torem elektronów jest azotan [3], U purpurow ych bakterii 
fotosyntetyżujących UQ uczestniczy także w fotosyntetycz- 
nym  łańcuchu transportu elektronów jako kofaktor w cen­
trach reakcji typu PSU oraz jako ruchoma pula występująca 
w  błonie [9], Dobrze poznano także anty utleniające właści-

wości zredukowanej formy ubichinonu (ubichinol, UQH2). 
W iadomo m.in., że zapobiega ona peroksydacji lipidów 
błonowych oraz lipidów zasocjowanych z lipoproteinami o 
małej gęstości, a także chroni DNA i białka błonowe przed 
utlenianiem. Działanie antyoksydacyjne UQH2 w błonach 
polega na przeryw aniu łańcuchowej reakcji peroksydacji 
lipidów, podobnie jak w przypadku a-tokoferolu, neutra­
lizacji inicjatorów peroksydacji, regeneracji a-tokoferolu 
oraz gaszenia tlenu singletowego i zmiatania anionorod- 
nika ponadtlenkowego [6,27,29-33], Postulowano także, że 
stosunek U Q /U Q H , odgrywa rolę w  monitorowaniu sta­
nu redoks komórki, zmiataniu NO, ham ow aniu apoptozy, 
regulacji termogenezy oraz w  regulacji ekspresji genów 
[3,6,34,35]. W organizmach prokariotycznych UQ, podobnie 
jak MK, bierze udział w  pow staw aniu mostków disiarczko- 
wych, odgrywając rolę donora elektronów do ich redukcji 
[6]. UQ może być również kofaktorem dla reduktazy siarcz- 
kowo-ubichinonowej (ang. sulfide-ubiquinone reductase) [6], 
Ubichinony są ewolucyjnie „młodsze" od naftochinonów, 
stąd występują tylko u niektórych bakterii, a mianowicie u 
a- ß- i y-proteobakterii [8]. Uważa się, że endosymbiotyczne 
proteobakterie dały początek mitochondriom.

BIOSYNTEZA UBICHINONÓW

Szlak biosyntezy UQ (Ryc. 4) u Escherichia coli i Saccharo­
myces cerevisiae został stosunkowo dobrze poznany [36-38]. 
Istnieją pewne różnice pom iędzy szlakami biosyntezy pier­
ścienia u tych organizmów, lecz ogólny schemat jest wspól­
ny dla organizmów pro- i eukariotycznych. Prekursorem  

pierścienia jest p-hydroksybenzo- 
esan (PHB), który u E. coli i drożdży 
może być syntetyzowany z chory- 
zm ianu pochodzącego ze szlaku 
kwasu szikimowego, podczas gdy 
u wyższych organizm ów eukario­
tycznych jest on syntetyzowany z 
tyrozyny [36]. Kondensacja PHB z 
prekursorem  łańcucha bocznego 
jest katalizowana przez prenylo- 
transferazy PHB. Po niej następuje 
szereg reakcji modyfikujących pier­
ścień: dekarboksylacja, metylacje 
i hydroksylacje, których kolejność 
jest różna u organizmów pro- i eu ­
kariotycznych. Długość łańcucha 
izoprenoidowego może różnić się 
między gatunkam i lub jednostkami 
taksonomicznymi wyższego rzędu. 
Czasami u danego gatunku spoty­
kany jest więcej niż jeden homolog 
UQ. U ludzi i Schisosaccharomyces po- 
mbe występuje UQ-10, u myszy UQ- 
9, u E. coli głównie UQ-8, natom iast 
u S. cerevisiae UQ-6 [6], W m itochon­
driach roślin wyższych dominuje 
zwykle UQ-10 lub rzadziej UQ-9. U 
roślin niższych spotykane są dodat­
kowo UQ-7 oraz UQ-8. Wyjątkowy 
przypadek stanowi owoc papryki, u 
którego występuje UQ-11 [5]. W mi­
kroorganizmach przeważa zwykle

Szlak biosyntezy UQ-8 w E. coli

PHB choryzmian szikimian

Szlak biosyntezy PQ-9 w A. thaliana

HGA

COOH PQ-9: n=9 
UQ-8: n=8

PQH,-9

UQ-8

Rycina 4. Szlak biosyntezy benzochinonów. HGA — homogentyzynian, HPPD — dioksygenaza p-hydroksyfenylo- 
pirogronianu, HST — solanezylotransferaza homogentyzynianu, LC — liaza choryzmianowa, PHB — p-hydroksy- 
benzoesan (u roślin i zwierząt pochodzi z tyrozyny), PHB PT — PHB-oktaprenylotransferaza, PHF — p-hydroksy- 
fenylopirogronian (syntetyzowany z tyrozyny) R-PP — pirofosforan poliprenylu, w przypadku biosyntezy UQ u E. 
coli n = 8, PQ u A. thaliana n = 9.
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UQ-8, UQ-9 lub UQ-10, natomiast w mniejszych ilościach 
mogą występować homologi U Q -l-U Q -7 [5].

WPŁYW UQ-10 NA ZDROWIE CZŁOWIEKA

Prowadzone od pół wieku prace nad terapeutycznymi i 
żywieniowym znaczeniem UQ-10 wykazały, że wiele cho­
rób ma swoje podłoże w jego niedoborze. Kuracja wykorzy­
stująca UQ-10 jest stosowana w przypadku takich chorób 
jak niedokrwienna niewydolność serca, niedobór odporno­
ści, encefalomiopatia, ataksja, choroba Parkinsona, pląsawi- 
ca Huntingtona, różne typy nowotworów, a także cukrzyca 
[26,39]. Ponadto dane literaturowe wskazują na udział UQ- 
10 w aktywacji sygnałowych kinaz białkowych, regulacji 
liczby p2-integryn na powierzchni monocytów krwi oraz w 
zapobieganiu dysfunkcji nabłonka (poprzez podwyższanie 
stężenia NO) [40], Pomimo tego, że próby włączenia UQ-10 
do listy witamin (jako witaminy Q) zakończyły się niepo­
wodzeniem  [26], dietetycy zalecają spożywanie od 10 do 30 
mg UQ-10 dziennie, a w  ciężkich schorzeniach zwiększenie 
tej dawki nawet do 400 m g / dzień [40]. Pomimo tego, że ko­
mórki ludzkie są zdolne do biosyntezy UQ, endogenna pula 
jest uzupełniana przez UQ-10 dostarczany wraz z pożywie­
niem. Szczególnie bogatym źródłem  UQ-10 jest mięso, olej 
rzepakowy i ryby [40]. UQ-10 jest produkow any na skalę 
przemysłową przez liczne firmy chemiczne, np. Merck czy 
La Roche [26,41] do celów laboratoryjnych, jak również ko­
mercyjnych, jako suplement diety. Czynione są także w y­
siłki zmierzające do otrzymania transgenicznych mikroor­
ganizmów o zwiększonej produkcji UQ. Pewne sukcesy na 
tym polu zanotowano już w przypadku E. coli, Saccharomy- 
ces cerevisiae i Rhodobacter spheroides [3].

Należy również zwrócić uwagę na to, że w pewnych sy­
tuacjach UQ-10 wykazuje niepożądane właściwości prook- 
sydacyjne. Wykazano, że w reakcji z tlenem atmosferycz­
nym UQ-10 generuje anionorodnik ponadtlenkowy, który 
w wyniku reakcji dysmutacji daje nadtlenek wodoru, a ten 
z kolei w  szeregu dalszych przemian może tworzyć bardzo 
reaktywny rodnik hydroksylowy [42].

WYSTĘPOWANIE I FUNKCJE PLASTOCHINONU

Plastochinon (PQ) został „wynaleziony" przez sinice i 
niejako „odziedziczony" przez rośliny. Najbardziej znaną 
funkcją PQ jest udział w fotosyntetycznym łańcuchu trans­
portu elektronów [9,12], Cząsteczka PQ trwale związana z 
PSU (nazwana QA) pośredniczy w przenoszeniu elektronów 
z feofityny na luźno związaną cząsteczkę PQ (QB), która po 
redukcji następnie opuszcza PSU i staje się częścią puli PQ w 
błonie tylakoidów. Zredukow any PQ utleniany jest następ­
nie przez cytochromem b f  po przeciwnej stronie błony. PQ 
w tylakoidach, podobnie jak UQ w błonie mitochondrialnej, 
jest mobilnym przenośnikiem elektronów pom iędzy kom­
pleksami białkowymi jak również przenośnikiem protonów 
w poprzek błony. W tylakoidach stwierdzono również sze­
reg innych miejsc redukcji/utleniania PQ [5], W cyklicznym 
transporcie elektronów PQ jest redukow any przez oksydo- 
reduktazę ferredoksyna-NADP+ (FNR) związaną z kom­
pleksem cytochromem b f  bądź przez hipotetyczną reduk­
tazę ferredoksyna-chinon (FQR). Podczas tzw. chlororespi- 
racji, szlaku niezależnym od światła, PQ utlenia NAD(P)H

Postępy Biochemii 55 (3) 2009

przy udziale odpowiednich oksydoreduktaz i przekazuje 
elektrony na tlen przy udziale odpowiednich oksydaz. Po­
stulowane enzymy redukujące PQ w tym  szlaku to NDH 
(dehydrogenaza NAD(P)H kodowana przez geny ndh) oraz 
NDH-2 (oksydoreduktaza NAD(P)H-PQ), natomiast enzy­
my utleniające PQ to PTOX (terminalna oksydaza plastydo- 
wa), peroksydaza wykorzystująca H 20 2 do utleniania PQH2 
oraz cytochrom b-559 będący składnikiem PSU. U sinic, 
które nie są zdolne do syntezy UQ, PQ jest przenośnikiem 
elektronów nie tylko w fotosyntetycznym, ale także w odde­
chowym  łańcuchu transportu elektronów w tej samej błonie 
[43]. PQH? posiada właściwości anty utleniające, podobnie 
jak a-tokoferol i zredukow any UQ. Wykazano w  wielu ba­
daniach, że PQH2 hamuje reakcję peroksydacji lipidów, jest 
wydajnym  zmiataczem tlenu singletowego i anionorodnika 
ponadtlenkowego [44-46].

Postuluje się, że stan redoks puli PQ pełni rolę głównego 
czujnika redoks w chloroplastach, który inicjuje szereg odpo­
wiedzi na poziomie komórkowym na zmiany w środowisku, 
szczególnie dotyczące jakości i intensywności światła. Wyka­
zano, że stan redoks puli PQ reguluje fosforylację anten LHCII 
poprzez aktywację kinazy zależnej od cytochromu bf, fosfo­
rylację białka D l w  PSU, ekspresję genów chloroplastowych 
kodujących podjednostki PSI i PSII, ekspresję genów peroksy- 
daz askorbinianowych kodowanych w jądrze (APX1 i APX2), 
dysmutazy ponadtlenkowej i innych enzymów [47-49]. W 
szeregu badań przeprowadzonych w ostatnich latach wyko­
rzystano technikę mikromacierzy cDNA do badania wpływu 
stanu redoks puli plastochinonu na ekspresję tysięcy genów 
[50-52], W niektórych z tych eksperymentów [51] oraz innych
[53] wykazano wpływ stresu świetlnego na ekspresję genów 
rodziny Ihcb odpowiedzialnych za syntezę białek antenowych 
LHCII, co jest jednym z mechanizmów aklimatyzacyjnych 
roślin. Natomiast wyniki innych tego typu badań [50-52] za­
przeczają wcześniejszym doniesieniom. Wydaje się, że udział 
stanu redoks PQ w regulacji syntezy białek chloroplastowych 
jest odpowiedzią złożoną, działającą raczej w dłuższej skali 
czasowej, która może być związana również z regulacją po- 
transkrypcyjną [51]. Ponadto, również inne chloroplastowe 
systemy redoks, takie jak glutation czy układ ferredoksyna-tio- 
redoksyna, mogą być zaangażowane w  procesy regulacyjne. 
Ze względu na kluczową rolę PQ w fotosyntezie, występuje 
on we wszystkich zielonych tkankach roślin. Stwierdzono 
obecność PQ także w niefotosyntetyzujących organach roślin 
takich jak korzenie, bulwy, cebule, owoce, kwiaty [54], co jest 
prawdopodobnie związane z jego udziałem w biosyntezie ka- 
rotenoidów. Wykazano bowiem, że PQ jest niezbędnym ko- 
faktorem w tym procesie, gdzie jest akceptorem elektronów w 
reakcji dehydrogenacji fitoenu [55].

BIOSYNTEZA PLASTOCHINONU

W biosyntezie PQ prekursorem polarnego pierścienia jest 
pochodzący z tyrozyny homogentyzynian (HGA) (Ryc. 4) 
[12]. Reakq'ę kondensacji katalizuje solanezylotransferaza ho- 
mogentyzynianowa. Po niej następują dwie reakcje metylacji, 
prowadzące do powstania końcowego produktu [12]. Uważa 
się powszechnie, że biosynteza PQ zachodzi w  chloroplastach, 
choć istnieją również doniesienia o jego biosyntezie w innych 
przedziałach komórkowych. W obrębie chloroplastu PQ jest 
głównie zlokalizowany w błonach tylakoidów, gdzie pełni

311
http://rcin.org.pl



PQ-A
(P Q -9 )

Rycina 5. Struktura plastochinonów.

funkcję przenośnika elektronów, w  otoczce chloroplastów, 
gdzie zachodzi jego biosynteza oraz szczególnie w  starszych li­
ściach, w  tzw. plastoglobulach, które są miejscem przechowy­
wania nadmiaru utlenionej i zredukowanej formy PQ [56,57], 
Najbardziej rozpowszechnionym homologiem PQ jest PQ-9 
(zwany także PQ-A) posiadający łańcuch boczny zbudowany 
z 9-ciu reszt izoprenoidowych. W nielicznych przypadkach 
odnotowano homologi PQ o krótszym łańcuchu bocznym, np. 
PQ-8 u Ficus elastica i Aesculus hippocastanum czy PQ-3 u Spi- 
nacia oleracea [5], jednak wyniki te wymagają potwierdzenia. 
U wielu roślin, szczególnie w  starszych tkankach, zidentyfiko­
wano pochodne PQ posiadające modyfikacje w łańcuchu izo- 
prenoidowym (Ryc. 5): tzw. PQ-C, zawierający grupę hydrok­
sylową w  „ogonie" oraz PQ-B — ester PQ-C i kwasu tłusz­
czowego (głównie palmitynowego, ale także mirystynowego 
i laurynowego) [58]. Przykładowo, w  liściach szpinaku ilość 
PQ-C wynosi około 30% ilości PQ-A, natomiast u klonu sięga

rodochinon 

O

1  1
M eO

3-demetylplastochinon-9

o

chlorobiumchinon

H ,C

a-tokoferylochinon
(a-TQ)

H ,C

H ,C

Rycina 6. Przykłady mniej rozpowszechnionych chinonów.
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ona 18% [59], Ze względu na możliwość przyłączenia grupy 
-OH (lub grupy -O H  zestryfikowanej kwasem tłuszczowym) 
do różnych jednostek izoprenoidowych, wyróżniono sześć 
izomerów PQ-C^ i PQ-B| ( . Zarówno biosynteza i funkcja tych 
pochodnych jest obecnie słabo poznana.

Doświadczenia prow adzone na Synechocystis sp. 6803 w y­
kazały, że m utant dioksygenazy p-hydroksybenzoesowej, 
dzięki której powstaje HGA, wykazuje norm alny wzrost i 
syntetyzuje PQ [60], Analogiczny m utant A. thaliana nie w y­
twarza PQ i jest niezdolny do przeprow adzania fotosyntezy 
[55], Oznacza to, że u sinic musi występow ać inny niż u ro­
ślin szlak biosyntezy PQ nie wykorzystujący HGA.

INNE CHINONY PRENYLOWE

Znanych jest szereg chinonów prenylowych nie należą­
cych do wcześniej w spom nianych grup, są one jednak prze­
ważnie związkami mniej rozpowszechnionym i (Ryc. 6). Ich 
funkcja i biosynteza jest zwykle słabo poznana. Stosunkowo 
najczęściej występującym przedstawicielem tej grupy chi­
nonów prenylowych jest a-tokoferylochinon (a-TQ) ziden­
tyfikowany zarówno w tkankach roślinnych i zwierzęcych, 
gdzie uw aża się go za produkt utlenienia a-tokoferolu [61]. 
a-TQ wykryto również u wielu m ikroorganizm ów zarówno 
w postaci utlenionej i zredukowanej [62], Jednak wyniki te 
nie zostały później potwierdzone.

W szeregu badań wykazano, że zredukowany a-TQ (a- 
TQH7) posiada własności antyutleniające, może zmiatać wolne 
rodniki [32,63], regenerować a-tokoferol [30] i zapobiegać pe- 
roksydacji lipidów [44,64], Postulowano także oddziaływanie 
a-TQ z niektórymi oksydoreduktazami [65] i interakcję z mi- 
tochondrialnym łańcuchem transportu elektronów, gdzie mia­
łyby on pełnić funkcję regulacyjną [66], Sugerowano ponadto 
udział a-TQH2 i deoksy-a-TQH2 w reakcjach biohydrogenacji 
nienasyconych kwasów tłuszczowych u bakterii Buh/ńvibrio 

fibrisolvens [67], Postulowano również udział a-TQ 
jako kofaktora enzymu przeprowadzających reak­
cję prowadzącą do wytworzenia wiązań nienasy­
conych w kwasach tłuszczowych u człowieka [68], 
Istnieją dane wskazujące, że y-TQ działa cytotok- 
sycznie oraz poprzez aktywację kaspazy-9, induku­
je apoptozę komórek rakowych (białaczka limfobla- 
styczna, rak piersi) [69], Ponadto y-TQ oraz 5-TQ są 
wykorzystywane jako środki chemoterapeutyczne 
w terapii antynowotworowej oraz leczeniu przeciw- 
bakteryjnym [69],

Do innych nietypowych chinonów prenylo­
wych (Ryc. 6) należy także rodochinon, pochodna 
UQ, w którym jedna z grup m etoksylowych jest 
zastąpiona grupą aminową. Związek ten został 
wyizolowany z bakterii purpurow ej Rhodospiril- 
lum rubrum [70], gdzie wykazano jego udział w 
redukcji fum aranu do bursztynianu w  w arunkach 
beztlenowych. Później okazało się, że rodochinon 
występuje także u niektórych bezkręgowców, 
np. niektórych nicieni i mięczaków, zdolnych 
do redukcji fum aranu w w arunkach anoksji [71]. 
Zielone bakterie fotosyntetyżujące — Chlorobium 
sp., oprócz MK, zawierają unikalny naftochinon
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nazwany chlorobiumchinonem [7]. Z kolei u termofilnej ar- 
chebakterii Sulfolobus solfntańcus odkryto zawierające siarkę 
caldariellachinon, stanowiący główny chinon tego mikro­
organizmu, oraz benzoditiofenochinon [7]. Jako przykład 
nietypowych plastochinonów, m ożna wymienić 3-deme- 
tylo-plastochinon-9, który został odkryty w cebulkach Iris 
hollandica [72],
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ABSTRACT
Prenylquinones are a group of compounds occurring in all living cells. In their structure a polar head group undergoing redox reactions and a 
long, hydrophobic side-chain can be found. Due to their amphiphilic character, these compounds are mainly located in biological membranes 
where they function as electron and proton carriers in the photosynthetic and respiratory electron transport chains. Prenylquinones play also 
additional roles such as antioxidants, and other more specific functions such as enzyme cofactors. Based on the ring structure, different groups 
of prenylquinones are distinguished: menaquinones, phylloquinone, ubiquinones and plastoquinones, although also other representatives 
of this group are known, e.g. tocopherolquinones. Frequently, biosynthesis ability of a given kind of prenylquinones is limited to a certain 
group of organisms. This review describes the structure, function and biosynthesis of most common prenylquinones.
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Rola apolipoprotein A-I i A-II w  
przemianach HDL w  osoczu

STRESZCZENIE

A polipoproteina (apo) A-I jest kluczowym białkiem HDL uczestniczącym w  procesie 
zwrotnego transportu cholesterolu. Niewielka część apo A-I występuje w  osoczu jako 

wolne białko, z którego mogą powstawać prekursorowe cząstki HDL o dyskowym  kształ­
cie, zawierające niew ielkie ilości fosfolipidów  i cholesterolu niezestryfikowanego. Krążenie 
apo A-I pomiędzy prekursorowymi i dojrzałymi formami HDL jest zasadniczym elem en­
tem przemian HDL zachodzących w krążeniu. Drugim pod względem  zawartości białkiem  
wchodzącym w skład cząstek HDL człowieka jest apo A-II. Występuje ona jednak tylko w  
około połowie cząstek HDL w osoczu. Mechanizm prowadzący do powstawania HDL za­
wierających zarówno apo A-I, jak i apo A-II jest nieznany. Także rola apo A-II w  zwrotnym  
transporcie cholesterolu budzi kontrowersje. Różne obserwacje wskazują albo na promiaż- 
dżycowe albo na antymiażdżycowe właściwości apo A-II. Udział apo A-II w  przemianach 
HDL w  osoczu pozostaje niewyjaśniony. Apo A-II może być czynnikiem stabilizującym  
cząstki HDL. Apolipoproteina ta może też brać udział w  regulacji metabolizmu VLDL. W 
pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat udziału apo A-I i apo A-II w  przemia­
nach HDL w  osoczu.

ROZKŁAD APO A-I I APO A-II W CZĄSTKACH HDL

Lipoproteiny wysokiej gęstości (ang. high density lipoproteins, HDL) klasycznie 
definiuje się jako frakcję lipoproteinową o gęstości od 1,063 do 1,210 g /  ml. Około 
70% białek HDL stanowi apolipoproteina (apo) A-I. Stężenia apo A-I i chole­
sterolu we frakcji HDL ujemnie korelują z ryzykiem niedokrwiennej choroby 
serca (NChS) [1,2]. Przeciwmiażdżycowe działanie HDL polega przede wszyst­
kim na udziale w transporcie zw rotnym  cholesterolu [3]. Ten skomplikowany, 
złożony z wielu reakcji proces, można podzielić na trzy zasadnicze etapy: 1) 
przekazanie cholesterolu niezestryfikowanego (CH) i fosfolipidów (FL) z błon 
kom órkowych do HDL, 2) estryfikacja cholesterolu katalizowana przez acylo- 
transferazę lecytyna: cholesterol (ang. lecithin: cholesterol acyltransferase, LCAT), 
3) przekazanie estrów cholesterolu (CHE) z HDL do hepatocytów, gdzie chole­
sterol jest przekształcany w kwasy żółciowe i wydzielany do żółci. Kardiopro- 
tekcyjne właściwości HDL wynikają również ze zdolności ham owania proce­
sów oksydacji cząstek lipoprotein niskiej gęstości (Iow density lipoproteins, LDL). 
Działanie antyoksydacyjne wykazuje sama apo A-I oraz transportowane przez 
HDL enzymy, takie jak paraoksonaza 1 (PON 1) i peroksydaza glutationowa 
[3]. W rzeczywistości HDL stanowią populację cząstek różniących się składem 
białkowym i lipidowym, wielkością i gęstością, kształtem i ruchliwością w  polu 
elektrycznym. Strukturalne zróżnicowanie cząstek HDL może odzwierciedlać 
ich odm ienne znaczenie w przeciwdziałaniu rozwojowi miażdżycy.

Podczas rozdziału elektroforetycznego HDL w żelu agarozowym, od głów­
nej masy cząstek HDL wędrujących z ruchliwością a  (a-HDL) oddziela się nie­
wielka podfrakcja cząstek o większym ujemnym ładunku powierzchniowym, 
migrujących z ruchliwością pre-|3 (pre-|3 HDL) [4], W podfrakcji tej znajdują się 
pojedyncze cząsteczki apo A-I, które mogą być związane ze śladową ilością fos­
folipidów oraz cząstki prekursorowych HDL, zbudow ane z kilku (3-4) cząste­
czek apo A-I związanych z fosfolipidami i cholesterolem niezestryfikowanym 
[4,5]. Brak niepolarnych lipidów (estrów cholesterolu i triacylogliceroli) sprawia, 
że prekursorow e HDL przybierają kształt dyskowy [4,5]. Ocenia się, że w  pre- 
(3 HDL znajduje się od 2 do 14% całej zawartości apo A-I osocza [4]. W latach 
80-tych XX stulecia odkryto, że cholesterol z błon komórkowych przekazywany 
jest do cząstek pre-[3 HDL [6]. We frakcji a-HDL znajdują się sferyczne cząstki 
HDL, które mają hydrofobowy rdzeń [4,5]. Te tak zwane „dojrzałe" cząstki HDL 
są jednak zróżnicowane pod względem zawartości dwóch głównych białek -  
apolipoprotein A-I i A-II [3,5,7]. Apo A-I jest obecna we wszystkich cząstkach 
sferycznych HDL. Natomiast apo A-II, chociaż stanowi aż 20% białek we frakcji 
HDL, występuje tylko w około połowie cząstek a-HDL. Stosując metodę im- 
munochromatografii na kolumnach z immobilizowanymi przeciwciałami anty
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Rycina 1. Schemat izolacji subpopulacji HDL A-I i HDL A-I/ A-II z wykorzysta­
niem metody immunochromatografii na kolumnach z immobilizowanymi prze­
ciwciałami anty apo A-I lub anty apo A-II (wg [7], zmodyfikowane). Prostokąty 
obrazują kolumny z odpowiednimi rodzajami przeciwciał. A. Izolacja HDL A-II 
jest możliwa po nałożeniu osocza na kolumnę z przeciwciałami anty apo A-I, 
do której wiążą się cząstki HDL A-I i HDL A-I/A-II. W eluacie z kolumny mogą 
znajdować się HDL A-II. B. W celu rozdzielenia cząstek HDL A-I i HDL A-I/A-II, 
osocze nakłada się najpierw na kolumnę z przeciwciałami anty apo A-II, na której 
wiązane są HDL A-I/ A-II (i ewentualne HDL A-II). W eluacie pozostają HDL A-I, 
które można następnie związać na kolumnie z przeciwciałami anty apo A-I.

apo A-I lub anty apo A-II m ożna wyodrębnić cząstki HDL 
zawierające jednocześnie apo A-I i apo A-II (HDL A-I/A-II) 
oraz cząstki HDL zawierające apo A-I, lecz nie zawierające 
apo A-II (HDL A-I) (Ryc. 1) [7]. Do tych ostatnich należą 
również pre-|3 HDL. W osoczu zdrowych osób wykazano 
też obecność sferycznych cząstek HDL zawierających apo 
A-II, bez apo A-I (HDL A-II). Ulokowane jest w nich od 5 do 
20% całej puli apo A-II osocza [8],

POWSTAWANIE HDL

Apo A-I jest syntetyzowana w komórkach w ątroby i jelita. 
Część apo A-I już w ewnątrz komórek tworzy prekursorowe 
HDL, większość jest jednak wydzielana w postaci wolnej 
apo A-I [9], Cząsteczki apo A-I są uwalniane do krążenia 
także z lipoprotein o bardzo niskiej gęstości (ang. very low 
density lipoproteins, VLDL) i chylomikronów podczas lipoli- 
zy katalizowanej przez lipazę lipoproteinową oraz z dojrza­
łych HDL w  trakcie ich przemian w osoczu [3,5]. Wolna apo 
A-I posiada zdolność do wiązania się z transporterem  ABC 
A-l (ang. ATP binding cassette transporter A - l ) [10,11], U ru­
chamia to wewnątrzkom órkową kaskadę sygnałów prow a­
dzących do uwolnienia z błony komórkowej fosfolipidów 
i cholesterolu niezestryfikowanego [11]. Molekularny me­
chanizm oddziaływania pomiędzy apo A-I i transporterem  
ABC A -l nie jest jeszcze w pełni znany. W edług niedawno 
zaproponowanego modelu [12] apo A-I powoduje transfor-
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mację ABC A-l w formę aktywną, zdolną do przemieszcze­
nia fosfolipidów z w ewnętrznego do zewnętrznego listka 
błony komórkowej. Koncentracja fosfolipidów sprawia, że 
w zew nętrznym  listku błony tw orzą się uw ypuklenia po ­
zbawione białek. Ulokowane w nich fosfolipidy, a wraz z 
nimi także i cholesterol niezestryfikowany, spontanicznie 
łączą się z apo A-I i tworzą prekursorowe HDL, zawierające 
od 2 do 4 cząsteczek apo A-I. Proces ten określa się mianem 
mikrosolubilizacji błon. Reakcja pom iędzy w olną apo A-I i 
transporterem  ABC A-l jest zatem podstaw ow ym  w arun ­
kiem syntezy prekursorowych HDL. Uważa się, że stężenie 
cząstek HDL krążących we krwi zależy od aktywności ABC 
A -l w  błonach komórek jelita i wątroby. Transportery ABC 
A-l znajdujące się w błonach kom órkowych makrofagów 
chronią je przed transformacją w komórki piankowate [12],

PRZEMIANY HDLW OSOCZU

Od chwili powstania, HDL ulegają nieustannym  prze­
mianom, którym towarzyszy przemieszczanie się apo 
A-I pom iędzy cząstkami tworzącymi podfrakcje pre-(3 i a  
HDL (Ryc. 2) [3,5,13,14]. Pierwszą generację prekursoro­
wych HDL (pre-(3 1 HDL) tworzą małe struktury  o masie 
cząsteczkowej około 61-71 kDa [5]. Ich obecność indukuje 
dalsze uwalnianie fosfolipidów i cholesterolu z komórek, 
które w  tym w ypadku następuje przy w spółudziale trans­
portera ABC G -l [15], Powoduje to stopniowy wzrost masy 
cząsteczkowej pre~|3 HDL do ponad 300 kDa (pre-(3 2 HDL, 
pre-p 3 HDL). Krytycznym etapem w tw orzeniu dojrza­
łych HDL jest estryfikacja cholesterolu katalizowana przez 
LCAT, której aktywatorem jest apo A-I [16], Estry chole­
sterolu przemieszczają się do środka cząstek HDL tworząc 
hydrofobowy rdzeń. Generuje to gradient cholesterolu 
niezestryfikowanego pomiędzy pow ierzchniową warstwą 
HDL a błonami komórkowymi. Ma on istotne znaczenie dla 
w ychw ytu cholesterolu przez sferyczne cząstki HDL. LCAT 
jest także niezbędna do włączania do cząstek HDL innych 
apolipoprotein (apo A-II, apo C-I i apo C-III) [16]. Dojrza­
łe HDL również włączają w swój skład cholesterol z błon 
komórkowych, współdziałając przy tym z transporteram i 
ABC G-l [17,18]. Ponieważ a  HDL stanowią przeważają­
cą część puli krążących HDL, to aktywność ABC G-l może 
mieć decydujące znaczenie w regulacji zawartości choleste­
rolu wew nątrz komórek, w  tym także w makrofagach. Me­
chanizm działania ABC G-l jest nieznany. Istnieją poszlaki 
sugerujące, że białko to powoduje przesunięcie cholesterolu 
z wnętrza komórki do specyficznych dom en błony kom ór­
kowej, odrębnych od dom en tworzonych przez ABC A-l. 
Cholesterol ulega tam enzymatycznej oksydacji i jest usu ­
w any przez cząstki HDL [18].

Cholesterol trafiający do HDL jest estryfikowany przez 
LCAT. Estry cholesterolu są w yprow adzane z HDL do 
VLDL i LDL przez białko przenoszące estry cholestero­
lu (ang. cholesteryl ester transfer protein, CETP), przy czym 
jednocześnie do HDL transportowane są triacyloglicerole 
(TG) z VLDL [19], HDL są też zmiataczami fosfolipidów 
uwalnianych podczas lipolizy z chylomikronów i VLDL. 
Fosfolipidy są transportowane do HDL przez białko prze­
noszące fosfolipidy (ang. phospholipid transfer protein, PLTP) 
[20]. HDL wzbogacone w tłuszcze mają większe rozmiary i 
stosunkowo małą gęstość. Takie cząstki są preferencyjnymi
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Rycina 2. Schemat przemian HDL zachodzących w osoczu. Oddziaływanie pomiędzy cząsteczkami apoli- 
poprotein (apo) A-I i transporterem ABC A-l powoduje przekazywanie z błony komórkowej do apo A-I 
fosfolipidów (FL) i cholesterolu niezestryfikowanego (CH). W ten sposób powstają małe, dyskowe pre-/ 1 
HDL. Akceptują one kolejne cząsteczki FL i CH współdziałając z transporterami ABC G-l i w ten sposób 
ulegają przemianie w większe pre-(3 3 HDL. Po estryfikacji cholesterolu, katalizowanej przez acylotransferazę 
lecytyna:cholesterol (LCAT), prekursorowe, dyskowe HDL przekształcają się w dojrzałe, sferyczne HDL. One 
również oddziałują z transporterami ABC G-l i włączają w swój skład CH i FL z błony komórkowej. Białko 
przenoszące estry cholesterolu (CETP) umożliwia transport dwukierunkowy estrów cholesterolu (CHE) i 
triacylogliceroli (TG) pomiędzy HDL i LDL oraz VLDL. Białko przenoszące fosfolipidy (PLTP) pośredniczy 
w transporcie FL do HDL. Lipaza wątrobowa (HL) i lipaza nabłonkowa (EL) katalizują hydrolizę TG i FL w 
cząstkach HDL. Podczas tych procesów z dojrzałych HDL uwalniają się cząsteczki wolnej apo A-I. Mogą one 
brać udział w powstawaniu nowych prekursorowych HDL, wbudowywać się do dojrzałych HDL lub ulegać 
degradacji w nerce. CHE są przekazywane od HDL do hepatocytów za pośrednictwem wątrobowych recep­
torów zmiatających SR-B1. Generuje to resztkowe HDL A-I, które są katabolizowane w nerkach i resztkowe 
HDL A-I/A-II, które ulegają fuzji z cząstkami krążących HDL.

substratami dla lipazy wątrobowej (ang. hepatic Jipase, HL) i 
lipazy endotelialnej (ang. endothelial lipase, EL), które hydro- 
lizują triacyloglicerole i fosfolipidy, redukując tym samym 
rozm iary HDL [21,22]. Procesy zachodzące podczas prze­
mian HDL w osoczu powodują uwalnianie z dojrzałych 
HDL cząsteczek wolnej apo A-I. Może ona oddziaływać 
z ABC A -l i brać udział w  generowaniu nowych prekur­
sorowych HDL albo być włączana ponownie do cząstek 
dojrzałych HDL [5,12,13]. Krążenie apo A-I pomiędzy pre- 
kursorowym i i dojrzałymi formami HDL uważane jest za 
zasadniczy element metabolizmu HDL w osoczu. Istnieją 
jednak dow ody, że wolna apo A-I, generowana w wyniku 
działania lipaz na HDL wzbogacone w triacyloglicerole, 
może być preferencyjnie kierowana na drogę katabolizmu, 
którego głównym  miejscem są komórki kanalików proksy- 
m alnych nerek [23,24],

JAK POWSTAJĄ CZĄSTKI HDL A -l/ A-II?

Tworzenie w  osoczu cząstek HDL A-I/A-II to jedna z 
największych zagadek w  przemianach HDL. Teorie na te­
mat powstawania HDL A-I/A-II oparte są w  większości na 
obserwacjach, w  których używane są syntetyzowane w w a­
runkach in vitro struktury przypominające prekursorowe lub 
sferyczne HDL, zawierające apo A-I i/ lu b  apo A-II. Określa 
się je jako rekonstytuowane HDL (rHDL). Miejscem syntezy

Postępy Biochemii 55 (3) 2009

apo A-II jest głównie wątroba. Cała apo 
A-II obecna w osoczu jest związana z li- 
poproteinami, głównie z HDL; tylko kil- 
lka procent apo A-II występuje w VLDL 
i chylomikronach [25], Wskazuje to na 
bardzo szybkie włączanie cząsteczek apo 
A-II do lipoprotein. Zdaniem niektórych 
badaczy, przynajmniej część apo A-II jest 
wydzielana z hepatocytów jako wolne 
białka, które natychmiast wbudowują 
się do cząstek HDL (Ryc. 3, szlak A) [14], 
Przypuszczenie to oparte jest na obserwa­
cjach, w  których apo A-II inkubowana z 
rHDL A-I błyskawicznie i nieodwracal­
nie wnika do tych cząstek, wyrzucając 
z nich apo A-I [26]. Wynika to z bardzo 
wysokiego powinowactwa apo A-II do 
fosfolipidów, znacznie wyższego od tego, 
którym cechuje się apo A-I. Zdolność do 
wypierania apo A-I z HDL przez apo A-II 
miałaby więc warunkować generowanie 
HDL A-I/A-II w  osoczu. Taki pogląd po­
twierdzają wyniki badań, które wykaza­
ły, że u ludzi szybkość syntezy apo A-II 
jest czynnikiem regulującym dystrybucję 
apo A-I pomiędzy populacjami HDL A-I 
i HDL A-I/ A-II [27], Tym również tłum a­
czy się fakt, że u transgenicznych myszy 
z w budow anym  genem apo A-II czło­
wieka obserwuje się powstawanie HDL, 
w  których proporcja apo A-I do apo A-II 
zmniejsza się równolegle ze wzrostem 
ekspresji genu apo A-II [28],

Bardzo wysoka hydrofobowość apo 
A-II sugeruje, że nie może ona występo­
wać jako wolne białko w osoczu, a więc 

natychmiast po wydzieleniu musiałaby wiązać fosfolipidy 
pochodzące z innych lipoprotein lub błon komórkowych 
i tworzyć dyskowe HDL A-II (Ryc. 3, szlak B). Podstawą 
takich przypuszczeń jest zjawisko spontanicznego pow sta­
wania dyskowych kompleksów białkowo-fosfolipidowo- 
cholesterolowych podczas inkubacji apo A-II z komórkami 
[29], Niewykluczone, że przyłączanie fosfolipidów do apo 
A-II może następować z udziałem  białek ABCA-1. W bada­
niach in vitro wykazano, że wszystkie apolipoproteiny po­
siadające w swojej budowie amfipatyczne a-helisy, a więc 
również apo A-II, apo C-I, apo C-II, apo C-III i apo E, wiążą 
się z transporteram i ABC A-l. Stwierdzono też, że powino­
wactwo apo A-I i apo A-II do ABC A -l jest podobne i że obie 
apolipoproteiny są w  stanie konkurować o wiązanie z ABC 
A-l [30]. Możliwe jest też, że już w ew nątrz hepatocytów 
część produkowanej apo A-II wiąże się z niewielką ilością 
fosfolipidów i jest wydzielana w postaci dyskowych HDL 
A-II (Ryc. 3, szlak C) [13,31],

Dyskowe pre-(3 HDL A-II nie są jednak substratem dla 
LCAT i w związku z tym nie mogą ulegać przekształceniu 
w sferyczne cząstki [29], Powstawanie HDL A-I/ A-II m usia­
łoby więc następować poprzez fuzję dyskowych HDL A-II i 
jakiejś subpopulacji cząstek HDL A-I. W warunkach in vitro 
spontaniczne łączenie się syntetycznych dyskowych rHDL
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A-II i rHDL A-I 
praktycznie nie 
zachodzi [32], 
do pewnego 
stopnia jest na ­
tomiast moż­
liwe w obec­
ności LCAT
[33], Sugeruje 
to, że fuzja jest 
p o p r z e d z a n a  
pow staw aniem  
s f e r y c z n y c h  
rHDL A-I, za­
wierających es­
try cholestero­
lu. W dośw iad­
czeniach in vivo 
cała apo A-II 
w p r o w a d z o ­
na do krążenia 
królika, zarów ­
no w  postaci 
wolnego białka 
jak i dysko­
wych rHDL A- 
II, błyskawicz­
ne wbudowuje 
się do HDL A-I
[34], Nie zna­
my na razie 
odpowiedzi na 
pytanie, czy 
p o w s t a w a n i e  
HDL A-I/A-II

jest wyłącznie rezultatem fizyko-chemicznego oddziaływa­
nia pom iędzy apo A-II i HDL A-I (Ryc. 3 szlak A), czy też 
jest to proces łączenia się prekursorowych HDL A-II i doj­
rzałych cząstek HDL A-I, zależny od czynników obecnych 
w osoczu do których należy LCAT (Ryc. 3, szlaki B i C)?

JAKIE ZNACZENIE MA OBECNOŚĆ APO A-II W HDL?

Stężenia apo A-II we krwi u ludzi wahają się w  grani­
cach 30-35 m g /d l  [25], Nie wykazano zależności pomiędzy 
stężeniem cholesterolu HDL i apo A-II. Opisano przypadek 
rodzinnego deficytu apo A-II u dwóch sióstr, które jednak 
miały norm alne stężenia cholesterolu HDL [35], U wielu 
zwierząt (psów, świń, kur i królików) apo A-II nie wystę­
puje wcale, lub jest obecna jedynie w  śladowych ilościach. 
Zróżnicowana jest także sama postać apo A-II. U ludzi jest 
ona hom odim erem  dwóch łańcuchów polipeptydowych 
zbudow anych z 77 reszt aminokwasowych (m cz 17,2 kDa), 
u zwierząt (myszy, szczury, ryby, małpiatki) apo A-II ma 
postać m onom eru [25],

Wyniki badań in vitro wskazują, że obecność apo A-II 
stabilizuje cząstki HDL i hamuje procesy przem ian HDL. I 
tak np. apo A-I łatwo dysocjowuje z rHDL A-I pod w pły­
wem CETP, ale dysocjacja taka nie zachodzi kiedy działaniu 
CETP poddaw ane są cząstki rHDL A-I/A-II [36], Wzrost za ­
wartości apo A-II w  HDL hamuje też powstawanie pre-(3

HDL podczas transportu fosfolipidów do HDL zachodzą­
cego z udziałem  PLTP [37], Tak rozum ianą stabilizację czą­
stek HDL tłumaczy się tworzeniem pomiędzy apo A-I i apo 
A-II wiązań jonowych, które zmieniają konformację apo 
A-I i zmniejszają możliwość uwalniania jej z HDL [36, 38], 
W ykazano również, że obecność apo A-II hamuje transport 
estrów cholesterolu pom iędzy LDL i HDL zależny od CETP 
[39]. Zmiany strukturalne zachodzące w cząstkach HDL 
pod w pływ em  apo A-II hamują także aktywność LCAT i 
lipazy wątrobowej [38,40], H am owanie lipolizy katalizowa­
nej przez HL zapobiega redukcji rozmiarów cząstek HDL, a 
więc także może być uznane za element stabilizacji HDL w 
krążeniu [41],

SR-BI -  RECEPTORY ZAANGAŻOWANE W 
WĄTROBOWY WYCHWYT CHOLESTEROLU Z HDL

Istotą transpo rtu  zw rotnego  jest p rzekazanie  przez 
HDL nadm iaru  cholesterolu z kom órek do hepatocytów  
(Ryc. 2). W ychw yt cholesterolu w w ątrobie zachodzi z 
udziałem  receptorów  zm iatających klasy BI (ang. scaven­
ger receptors BI, SR-BI) [42]. Polega on na selek tyw nym  
pobieraniu  z HDL estrów  cholesterolu (CHE), które są 
następnie  preferencyjnie k ierow ane na d rogę syntezy 
kw asów  żółciowych. Cząstki lipopro teinow e nie ulegają 
p rzy  tym  endocytozie i lizosomalnej degradacji, jak m a to 
miejsce w  p rzy p ad k u  transpo rtu  cholesterolu do kom ó­
rek przez LDL. SR-BI to pow ierzchniow e g likoproteiny 
(o masie cząsteczkowej 82 kDa) występujące w  dom enach  
kom órkow ych bogatych w sfingolipidy i cholesterol, 
zw anych  tra tw am i lipidow ym i. Najwięcej receptorów  
SR-BI znajduje się w  w ątrobie oraz w  kom órkach p ro d u ­
kujących horm ony sterydow e. SR-BI mają postać dużych  
zew natrzkom órkow ych pętli zakotw iczonych w błonie 
za pom ocą dw óch dom en transbłonow ych zakończonych 
krótkim i N- i C-końcow ym i dom enam i w ew n ą trzk o m ó r­
kowym i. Określenie receptory  zm iatające oznacza, że są 
to receptory zdolne do w iązania zm odyfikow anych  che­
micznie lipopro tein  oraz szeregu innych polianionow ych 
ligandów  (np. zm odyfikow anych białek, polinukleoty- 
dów , siarczanów  polisacharydów ). SR-BI zdolne  są tak ­
że do w iązania lipopro tein  (HDL, LDL, VLDL), w olnych 
apolipopro tein  oraz rekonsty tuow anych  HDL zaw ierają ­
cych różne apolipoproteiny. N a zew nątrzkom órkow ych 
pętlach receptorów  SR-BI znajduje się wiele miejsc w ią ­
żących specyficznie różne ligandy. W procesie se lek tyw ­
nego w ychw ytu  CHE rozpoznaw anym  elem entem  są naj­
p raw dopodobniej am fipatyczne helisy apolipopro tein . 
D okładny m echanizm  przekazyw ania  CHE od  HDL do 
SR-BI nie jest znany. U w aża się, że jest to d w u e tap o w y  
proces, w  którym  najpierw  HDL są w iązane przez recep ­
tory SR-BI, a następnie  estry cholesterolu w raz  z p ew n ą  
ilością fosfolipidów  i cholesterolu niezestryfikow anego 
są przenoszone z cząstek lipopro tein  do błony kom órko ­
wej. Funkcja receptorów  SR-BI ma polegać na  tw orzen iu  
w błonie kom órkowej hydrofobow ego tunelu , p rzez  k tó ­
ry lipidy są transportow ane w k ierunku  przeciw nym  do 
g rad ien tu  ich stężenia. Co ciekawe, kiedy ten  g rad ien t 
ulega odw róceniu , w ów czas SR-BI są zdolne do p o ś re d ­
niczenia w przekazyw aniu  cholesterolu z błony do HDL 
(np. w  makrofagach).

WĄTROBA

A B C

Rycina 3. Trzy potencjalne szlaki prowadzące do po­
wstawania HDL A-I/ A-II w osoczu. Szlak A: apo A-II 
jest wydzielana z hepatocytów jako wolne białko, któ­
re natychmiast wbudowuje się do cząstek sferycznych 
HDL A-I wypierając z nich apo A-I. Szlak B: apo A-II 
jest wydzielana z hepatocytów jako wolne białko, ale 
natychmiast wiąże fosfolipidy (FL) i cholesterol nie- 
zestryfikowany (CH), które mogą pochodzić z błon 
komórkowych lub lipoprotein. W ten sposób powsta­
ją prekursorowe dyskowe preĄ HDL A-II. Szlak C: 
hepatocyty wydzielają prekursorowe dyskowe pre-|3 
HDL A-II. Szlak B i C: we włączaniu dyskowych HDL 
A-II do sferycznych HDL A-I biorą udział czynniki 
obecne w osoczu, w tym LCAT.
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Najprawdopodobniej najlepszymi substratami dla SR-BI 
są duże cząstki HDL bogate w  estry cholesterolu, o stosun­
kowo niskiej gęstości [43], Czy zróżnicowanie HDL pod 
względem zawartości apo A-I i apo A-II wpływ a na prze­
bieg wychwytu CHE przez receptory SR-BI? Także i na to 
pytanie w  obecnej chwili nie można udzielić odpowiedzi. 
Zarówno HDL A-I, jak i HDL A-I/ A-II wyizolowane z oso­
cza krwi człowieka przekazują CHE do hepatocytów za po­
średnictwem receptorów SR-BI, chociaż efektywność tego 
procesu wydaje się być wyższa w przypadku HDL A-I [44], 
W pływ obecności apo A-II na oddziaływanie pomiędzy 
HDL i SR-IB może zależeć od lokalizacji receptorów. W yka­
zano na przykład, że wzrost zawartości apo A-II zwiększa 
powinowactwo HDL do receptorów SR-BI znajdujących się 
w  komórkach ludzkich nadnerczy (działanie agonistyczne 
w  stosunku do apo A-I) hamując jednocześnie transport es­
trów cholesterolu do komórek (działanie antagonistyczne w 
stosunku do apo A-I) [45]. Natomiast w  w ypadku recepto­
rów SR-BI znajdujących się w  komórkach jajnika, apo A-II 
obniża powinowactwo rHDLA-I/A-II do SR-BI ale pobu­
dza transport CHE do komórek [46].

Kolejne pytanie dotyczy losów HDL po reakcji z recep­
torami SR-BI. Nie wiadomo, jaki sygnał uwalnia HDL od 
receptorów. Oddziaływanie pomiędzy HDL a SR-BI nie 
generuje cząstek pre-(3 HDL, co jest charakterystyczne dla 
przemian HDL w osoczu, ale prowadzi do powstania tak 
zwanych resztkowych HDL [47] (Ryc. 2). Stanowią one 
zbiór niejednorodnych cząstek, o różnej wielkości, gęstości 
i zawartości apolipoprotein. Według niedawno przedsta­
wionego modelu selektywny wychwyt estrów cholesterolu 
powoduje odrywanie się od HDL małych, gęstych, sferycz­
nych cząstek, zawierających tylko apo A-I, które są szybko 
wychwytywane przez wątrobę (być może w wyniku ak­
tywności specyficznych receptorów) lub degradowane w 
nerce. Pozostałe resztkowe HDL mają większe rozmiary i 
są stosunkowo bogate w apo A-II, co czyni je bardziej stabil­
nymi. Ulegają one szybkiej fuzji z krążącymi HDL [47], W 
tym wypadku obecność apo A-II stanowiłaby więc czynnik 
zapobiegający utracie resztkowych HDL.

CZY ZRÓŻNICOWANIE HDL POD WZGLĘDEM 
ZAWARTOŚCI APO A-I I APO A-II WPŁYWA NA 
PRZECIWMIAŻDŻYCOWE WŁAŚCIWOŚCI HDL?

Wielu badaczy uważa, że apo A-II, w przeciwieństwie do 
apo A-I, może odgrywać rolę promiażdżycową i prozapal- 
ną. Poglądy te oparte są w  dużym  stopniu na wynikach ba­
dań nad transgenicznymi myszami z w budow anym  genem 
ludzkiej apo A-II. Samo tylko zastąpienie w  cząstkach HDL 
białka zwierzęcego przez jego ludzki odpowiednik, przy za­
chowaniu stężeń zarówno HDL-cholesterolu, jak i apo A-II 
w zakresie wartości prawidłowych, powoduje kilkukrotny 
wzrost podatności myszy na rozwój zmian miażdżycowych 
indukowanych dietą [48]. Nadekspresji genu kodującego 
ludzką izoformę apo A-II u myszy towarzyszy obniżenie 
poziomu HDL-cholesterolu [49] i zmniejszenie aktywności 
paraoksonazy 1 [50]. Zmiany te są rezultatem wypierania 
apo A-I i PON 1 z cząstek HDL przez nadm iar apo A-II 
[26,27,50], Takie HDL nie tylko tracą swój anty oksydacyjny 
potencjał, ale wręcz stymulują oksydację LDL i pobudzają

procesy zapalne [51], Myszy z w budow anym i genami ludz­
kich apo A-I i apo A-II cechuje 15-krotnie większa podat­
ność na miażdżycę niż myszy z wbudow anym  genem samej 
tylko apo A-I, co wskazuje, że apo A-II może upośledzać 
procesy transportu zwrotnego cholesterolu [52], U transge- 
nicznych myszy cząstki HDL, w których dominuje apo A-I, 
są znacznie bardziej efektywne zarówno w odbieraniu cho­
lesterolu z komórek, jak i w jego estryfikacji, a przekształ­
canie się pre-(3 HDL w cząstki dojrzałych HDL następuje 
szybciej [53], Można to tłumaczyć hamującym wpływem  
apo A-II na aktywność LCAT.

Przedstawione powyżej dane wskazują, że apo A-II może 
odgrywać rolę antagonistyczną w stosunku do apo A-I i w 
związku z tym podfrakcja HDL A-I może mieć większe 
oddziaływanie przeciwmiażdżycowe niż podfrakcja HDL 
A-I/ A-II. Należy jednakże odnieść się do wyników tych do ­
świadczeń z pew ną rezerwą. Przynajmniej częściowo mogą 
być one skutkiem różnic gatunkowych w zakresie budow y i 
funkcji apo A-II. Poza tym, że mysia apo A-II występuje w y­
łącznie w postaci monomeru, jej sekwencja aminokwasowa 
różni się od ludzkiej w około 40% [25]. U myszy zależności 
pom iędzy ilością apo A-II i stężeniem HDL są zupełnie inne 
niż u ludzi. Pozbawienie tych zwierząt genu apo A-II pro ­
wadzi do redukcji poziomu HDL o ponad połowę [54], a na- 
dekspresja tego genu powoduje wzrost stężenia HDL [55]. 
Pomimo niewątpliwie ujemnego w pływ u ludzkiej apo A-II 
na profil lipoprotein u transgenicznych myszy, istnieją do ­
wody, że może brać ona udział w  wychwycie cholesterolu 
z mysich makrofagów [56,57]. Kontrowersje budzą również 
wyniki eksperymentów, w  których badano wyizolowane 
z ludzkiej surowicy podfrakcje HDL A-I i HDL A-I/A-II. 
Niektóre z doświadczeń potwierdzają, że cząstki HDL A-I 
cechuje większa niż cząstki HDL A-I/A-II zdolność do w y­
chwytywania cholesterolu z błon komórkowych i jego es­
tryfikacji [58], ale przedstawiono też doniesienia negujące 
istnienie takich różnic [59], Opublikowane ostatnio wyniki 
badań epidemiologicznych nie tylko nie wykazują związ­
ku pomiędzy zachorowalnością na niedokrwienną chorobą 
serca a stężeniami podfrakcji HDL A-I oraz HDL A -I/A - 
II [2,60], ale wręcz wskazują, że stężenie apo A-II stanowi 
ujemny czynnik ryzyka NChS [61,62],

REGULACJA METABOLIZMU LIPOPROTEIN 
TRANSPORTUJĄCYCH TRIACYLOGLICEROLE 
-  NOWA ROLA APO A-II?

Promiażdżycowe właściwości apo A-II mogą być zwią­
zane z udziałem  tej apolipoproteiny w ham ow aniu katabo­
lizmu lipoprotein transportujących triacyloglicerole. N ad ­
produkcja apo A-II u myszy prow adzi do wzrostu stężenia 
VLDL i wolnych kwasów tłuszczowych, otyłości i insulino- 
oporności [63], Także podanie apo A-II do krążenia królika 
powoduje bardzo szybki wzrost poziomu TG [35], będący 
najprawdopodobniej rezultatem  ham owania przez apo A- 
II aktywność lipazy lipoproteinowej i lipazy wątrobowej 
[38,63-66], Obniżone tempo katabolizmu chylomikronów 
i VLDL prowadzi do zmniejszenia podaży fosfolipidów i 
cholesterolu niezestryfikowanego do cząstek HDL i w  kon­
sekwencji obniża stężenie HDL. Hipotezę o istnieniu zw iąz­
ku pomiędzy apo A-II i wysokim stężeniem VLDL potwier­
dza wyższa zawartość apo A-II w  cząstkach HDL u osób
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z rodzinną złożoną hiperlipidemią [66]. W edług niektórych 
badaczy [65], zadaniem apo A-II jest regulacja metabolizmu 
lipoprotein transportujących triacyloglicerole, a cząstki 
HDL są rezerw uarem  apo A-II, która przemieszcza się do 
VLDL i chylomikronów podobnie jak apolipoproteiny C.

CZY APO A-II MOŻE KRĄŻYĆ 
POMIĘDZY LIPOPROTEINAMI?

Nie przedstawiono dotychczas jednoznacznych dow o­
dów na to, że apo A-II może opuszczać cząstki HDL, po­
mimo istotnych zmian strukturalnych jakie towarzyszą ich 
przem ianom  w osoczu. Z drugiej strony już dość dawno 
temu zaobserwowano przemieszczanie się małych ilości 
apo A-II z HDL do lipoprotein transportujących triacylogli­
cerole, podczas lipolizy katalizowanej przez lipazę lipopro- 
teinową [67], a ostatnio wykazano nawet zdolność do spon­
tanicznego przechodzenia A-II z HDL do VLDL in vitro [65]. 
W edług Rye i wsp. [13], w  trakcie procesów przem ian HDL 
w osoczu, apo A-II może oddzielać się od cząstek HDL, ale 
jako bardzo hydrofobowe białko błyskawicznie wiąże się 
ponownie z lipoproteinami. Mało praw dopodobna wydaje 
się jednak dysocjacja cząsteczek apo A-II od HDL. Bardziej 
realne jest odrywanie się apo A-II związanej z pew ną ilo­
ścią fosfolipidów. Taką możliwość potwierdziły nasze ba­
dania nad przemianami HDL zachodzącymi pod w pływem  
fosfolipidów [68], Wykazaliśmy, że wzrostowi zawartości 
fosfolipidów w HDL towarzyszy powstawanie dwóch od ­
rębnych populacji cząstek lipoproteinowych wędrujących z 
ruchliwością pre-(3 w żelu agarozowym, zawierających albo 
apo A-I, albo apo A-II. Ruchliwość pre-p i brak estrów cho­
lesterolu pozwalają na przypuszczenie, że są to struktury 
mające dyskowy kształt. Większość cząstek zwierających 
apo A-II miała średnice typowe dla małych białkowo-fos- 
folipidowo-cholesterolowych kompleksów powstających 
podczas inkubacji apo A-II z komórkami [29], Gdyby w 
warunkach fizjologicznych apo A-II znajdująca się w doj­
rzałych, sferycznych HDL była zdolna do tworzenia cząstek 
podobnych do prekursorowych, dyskowych HDL zawiera­
jących apo A-I, mogłoby to mieć istotny wpływ na metabo­
lizm lipoprotein. Prekursorowe HDL A-II mogłyby oddzia­
ływać z transporterem  ABC A-l i brać udział w  odbieraniu 
cholesterolu z komórek [30,56,57]. Mogłyby w budow yw ać 
się w  cząstki HDL A-I i brać udział w  tworzeniu nowych 
generacji HDL A-I/A-II [26,27,34] lub wiązać się z cząstka­
mi VLDL i LDL i hamować procesy lipolizy [25,35,65,67,69]. 
Generowanie małych dyskowych HDL A-II mogłoby też 
poprzedzać katabolizm apo A-II w nerce [70],

Krążenie apo A-I pomiędzy prekursorowym i i dojrzałymi 
formami HDL jest obecnie uw ażane za podstaw ow y czyn­
nik warunkujący zwrotny transport cholesterolu [5,13,14]. 
Natomiast w iedza na temat udziału apo A-II w  przem ia­
nach HDL w osoczu jest wciąż bardzo skąpa. Wyniki ostat­
nio prow adzonych badań epidemiologicznych, wskazujące 
na potencjalne działanie przeciwmiażdżycowe apo A-II, po­
twierdzają konieczność dalszych badań nad rolą apo A-II w 
transporcie zw rotnym  cholesterolu.
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The role of apolipoproteins A-I and A-II in plasma HDL remodeling
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ABSTRACT
Apolipoprotein (apo) A-I is a key HDL protein participating in the process of reverse cholesterol transport. A small part of plasma apo A-I 
exists as free protein which is a substrate for generation of discoid HDL precursors, containing small amounts of phospholipids and free 
cholesterol. The cycling of apo A-I between precursor and mature forms of HDL is an essential element of HDL remodeling in plasma. The 
second most abundant protein of human HDL is apo A-II, nevertheless, it is present only in about half of the HDL particles in plasma. The 
mechanism mediating the formation of HDL containing apo A-I and apo A-II is unknown. The role of apo A-II in reverse cholesterol transport 
generates controversy. Different observations indicate either proatherogenic or proinflammatory properties of apo A-II. Also the participation 
of apo A-II in plasma HDL remodeling remains unclear. Apo A-II maybe a factor stabilizing HDL particles. This protein may also take part 
in regulation of VLDL metabolism. The review presents current knowledge concerning participation of apo A-I and apo A-II in plasma HDL 
remodeling.
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Zmiany równowagi redukcyjno- 
oksydacynej u ciężarnych przeżuwaczy

STRESZCZENIE

Produktem ubocznym przemian tlenu w  organizmie są reaktywne formy tego pierwiastka 
i ich pochodne. Reaktywne formy tlenu (RFT), a zwłaszcza wolne rodniki tlenowe (WRT) 

charakteryzują się dużą aktywnością chemiczną. Bardzo łatwo mogą wchodzić w  reakcje z 
komórkowymi makrocząsteczkami (lipidami, białkami i DNA), prowadząc do zmian ich 
struktury i funkcji, a w  konsekwencji nawet do śmierci komórek i uszkodzeń tkanek. W 
obronie przed RFT, organizmy wykształciły w ielostopniowy system anty oksydacyjny, z w ie­
loma wzajemnie uzupełniającymi się elementami. System ten tworzą enzymy, białka wiążą­
ce jony metali przejściowych oraz przeciwutleniacze drobnocząsteczkowe. Konsekwencją  
zaburzenia równowagi między wytwarzaniem RFT a sprawnością układu antyoksydacyjne- 
go jest stres oksydacyjny. Stanem fizjologicznym, w  którym dochodzi do znacznego wzrostu 
wytwarania reaktywnych form tlenu jest ciąża, a zwłaszcza jej ostatni trymestr oraz począt­
kowy okres laktacji. W pracy przedstawiono zmiany całkowitego statusu antyoksydacyjnego 
(TAS) osocza krwi i jego wybranych składowych u domowych mlecznych przeżuwaczy. 
Dane literaturowe dowodzą jednoznacznie, że w  okresie późnej ciąży i wczesnej laktacji 
obciążenie czynnościowe mechanizmów kontroli równowagi prooksydanty/antyoksydanty 
znacznie wzrasta.

WPROWADZENIE

Powstawanie reaktywnych form tlenu, RFT (ang. reactive oxygen species), a 
wśród nich wolnych rodników  tlenowych, WRT (ang. free oxygen radicals), jest 
naturalną konsekwencją metabolizmu tlenowego. Są to cząsteczki o dużej ak­
tywności chemicznej i w  w arunkach fizjologicznych są wręcz konieczne dla 
prawidłowego przebiegu wielu procesów życiowych, m.in. biosyntezy kwasów 
nukleinowych i niektórych horm onów  tkankowych, regulacji wzrostu i różnico­
wania komórek, sygnalizacji między- i wewnątrzkomórkowej oraz obrony orga­
nizm u przed patogenami [1,2]. Toksyczne działanie RFT objawia się w  w arun ­
kach zaburzenej równowagi między ich wytwarzaniem, a sprawnością układu 
antyoksydacyjnego [1,3,4]. RFT z pow odu swej wysokiej aktywności chemicznej 
bardzo łatwo reagują z makrocząsteczkami komórkowymi: lipidami, białkami 
i DNA. Następstwam i tych reakcji mogą być uszkodzenia błony komórkowej, 
zaburzenia aktywności białek (w tym enzymów) oraz mutacje genetyczne, a w 
konsekwencji zaburzenia czynności i śmierć komórek na drodze apoptozy [5- 

8]-

GŁÓWNE ŹRÓDŁA REAKTYWNYCH FORM TLENU

Reaktywne formy tlenu w  organizmie mogą pochodzić ze źródeł endogennych 
i egzogennych. Głównymi endogennymi źródłami RFT są przede wszystkim mi- 
tochondrialny łańcuch oddechowy, peroksysomy, kompleks enzymatyczny w bło­
nie komórkowej (oksydaza NADPH) oraz fagocytoza prowadzona przez mikro- i 
makrofagi [9,10], Podczas oksydacyjnej fosforylacji zachodzącej w  mitochondriach, 
tlen ulega stopniowej czteroelektronowej redukcji do wody. Przepływ elektronów 
przez składowe mitochondrialnego łańcucha oddechowego nie jest jednak szczel­
ny. Około 2-5% elektronów może opuścić łańcuch oddechowy wchodząc w jed- 
noelektronowe, nieenzymatyczne reakcje z tlenem [11,12], W wyniku przyłącze­
nia jednego elektronu do cząsteczki tlenu powstaje anionorodnik ponadtlenkowy 
(0'"2). Przyłączenie drugiego elektronu powoduje powstanie nadtlenku wodoru 
(H2Ó2), a kolejnego rodnika hydroksylowego (’OH). Rodnik hydroksylowy po 
przyłączeniu czwartego elektronu przekształca się w cząsteczkę w ody (H^O) (Ryc. 
1) [8,12,13]. Głównym źródłem nadtlenku wodoru w komórce, tworzonego m.in. 
przez oksydazy uczestniczące w (3-oksydacji kwasów tłuszczowych, są peroksy­
somy. W ytwarzany jest w  nich także anionorodnik ponadtlenkowy, generowany 
przez oksydazę ksantynową i błonowy łańcuch transportu elektronów [1,14,15]. 
W błonie komórkowej fagocytów zlokalizowana jest oksydaza NADPH. Ma ona 
zdolność redukowania tlenu cząsteczkowego do anionorodnika ponadtlenkowe- 
go, przekształcanego następnie w  nadtlenek wodoru, łatwo przechodzący przez
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Rycina 1. Schemat tworzenia RFT w łańcuchu mitochondrialnym. O, — tlen; 0 ' 2 
— anionorodnik ponadtlenkowy; H20 2 — nadtlenek wodoru; 'OH — rodnik hy­
droksylowy.

błony komórkowe i wykorzystywany do walki z patogenami 
[16]. Zużycie tlenu przez fagocyty spoczynkowe jest niewiel­
kie, jednakże wzrasta gwałtownie po pochłonięciu drobno­
ustrojów (i innych patogenów pochodzenia zewnętrznego 
lub wewnętrznego), co nazywane jest „wybuchem oddecho­
wym" (ang. respiratory burst). Na skutek wzrostu przemian 
glukozy w  cyklu pentozowym powstają nadtlenek wodoru, 
anionorodnik ponadtlenkowy oraz pewne ilości tlenku azotu 
mające działanie bakteriobójcze. Te reaktywne formy tlenu 
nie tylko niszczą patogeny, ale generowane w  dużej ilości 
mogą uszkadzać komórki otaczających tkanek [9,15,17].

Najbardziej reaktywnym  i niebezpiecznym w olnym  rod ­
nikiem tlenowym  jest rodnik hydroksylowy, bardzo silny 
utleniacz jednoelektronowy, reagujący natychmiast z w ie­
loma substancjami organicznymi [18]. Głównym jego źró­
dłem w organizmie jest reakcja Fentona:

Fe2+ + H 20 2 Fe3+ + *OH + OH-

Katalizatorami tej reakcji mogą być nie tylko jony żelaza, 
ale zachodzi ona również przy udziale jonów miedzi (Cu+/  
Cu2+),a także innych metali przejściowych (Co, Mn, Cr) [19- 
21], Drugim ważnym  źródłem rodników hydroksylowych 
jest reakcja Habera-W eissa [22]:

H 20 2 + 0  *2 ‘OH + OH + 0 2 

SYSTEMY ANTYOKSYDACYJNE

W odpowiedzi na powstawanie reaktywnych form tlenu i 
w obronie przed ich wpływem, organizmy wykształciły zło­
żony trójstopniowy system antyoksydacyjny: 1) pierwsza li­
nia obrony — prewencja — niedopuszczenie do reakcji RFT 
ze związkami biologicznie czynnymi; 2) druga linia obrony 
— interwencja — przerwanie (zakończenie) łańcucha reak­
cji wolnorodnikowych; 3) trzecia linia obrony — eliminacja 
i / lu b  napraw a skutków reakcji RFT z cząsteczkami biolo­
gicznymi [1], System antyoksydacyjny obecny jest zarówno 
w  komórkach, jak i w przestrzeniach zewnątrzkomórko-

wych. Ze względu na mechanizm działania, składowe tego 
systemu dzieli się na enzymatyczne i nieenzymatyczne, a ze 
względu na pochodzenie na endogenne i egzogenne (Tabe­

la 1) [1,15,23,24].

Enzymatyczną barierę antyoksydacyjną tworzą wyspecja­
lizowane enzymy tzw. triady enzymatycznej, tj. dysmutaza 
ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) i peroksydaza gluta- 
tionowa (GSH-Px) (Ryc. 2) [25,26], Dysmutaza ponadtlenko­
wa występuje u ssaków w postaci trzech izoenzymów: Cu- 
,ZnSOD (SOD-1), MnSOD (SOD-2), EC-SOD (ang. extracellular 
SOD). Pierwszy zlokalizowany jest w  jądrze komórki i w cyto- 
plazmie, drugi głównie w macierzy mitochondrialnej, a trzeci 
na powierzchni komórek w tkankach oraz w płynie zewnątrz- 
komórkowym. SOD katalizuje reakcję dysmutaqi, przekształ­
cając anionorodnik ponadtlenkowy do nadtlenku wodoru. 
Katalaza zlokalizowana jest głównie w peroksysomach, gdzie 
uczestniczy w  unieczynnieniu nadtlenku wodoru. Przekształ­
ca ona H20 2 do tlenu cząsteczkowego i wody, bez wytwarza­
nia wolnych rodników. Odgrywa szczególną rolę w  metabo­
lizmie erytrocytów, które są wystawione na działanie dużych 
stężeń tlenu [27], Peroksydaza glutationowa znajduje się w 
mitochondriach i w cytoplazmie komórek. Uczestniczy w 
przemianie nadtlenku wodoru do wody, kosztem utleniania 
innego zredukowanego substratu, np. kwasu askorbinowego 
lub glutationu. Katalizuje redukcję nadtlenków lipidowych za­
pobiegając peroksydacji błonowych lipidów [1,28].

Białkowymi antyoksydantam i o działaniu nieenzyma- 
tycznym są białka wiążące (i transportujące) jony metali 
przejściowych, uniemożliwiając w  ten sposób zajście reakcji 
Fentona i Habera-Weissa, a więc generowanie bardzo reak­
tywnego rodnika hydroksylowego [22], Główna rola w tym 
zakresie przypada białkom obecnym w komórkach, m.in. 
ferrytynie i metalotioneinom, oraz białkom osocza krwi 
transferrynie, ceruloplazminie i album inom  [23],

W śród substancji drobnocząsteczkowych kluczową rolę 
odgrywają glutation, kwas moczowy, w itam iny A, E i C oraz 
[3-karoten. Glutation występuje we wszystkich komórkach, 
zarówno organizmów prokariotycznych, jak i eukariotycz­
nych. Jego główną rolą jest utrzym yw anie grup sulfhydry- 
lowych białek (-SH) w stanie zredukow anym . Glutation 
redukuje reaktywne formy tlenu, regeneruje inne drobno- 
cząsteczkowe antyoksydanty, uczestniczy w  napraw ie czą­
steczek białek, kwasów nukleinowych i lipidów uszkodzo­
nych w procesach wolnorodnikowych [29,30]. W itam ina A 
może wychwytywać rodniki peroksylowe oraz reagować z

Tabela 1. Główne składowe systemu antyoksydacyjnego i ich lokalizacja.

w ew nątrzkom órkow a

Lokalizacja 

M echanizm  działania

pozakom órkow a

Enzym atyczny nieenzym atyczny enzym atyczny nieenzym atyczny

Cu,Zn-SOD
CAT
GSH-Px

m etaloproteiny

ferry tyna 
m etalotioneiny

substancje
drobnocząsteczkowe 

glutation 
kw as moczowy 
w itam iny C, E i A 
P-karoten

EC-SOD m etaloproteiny

transferryna
ceruloplazm ina
album iny

substancje
drobnocząsteczkow e 

kw as m oczowy 
bilirubina 
w itam iny C, E i A 
P-karoten

Objaśnienia: SOD — dysm utaza ponadtlenkow a; CAT — katalaza; GSH-Px — peroksydaza glutationow a.
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2G-SH G-S-S-G

Rycina 2. Usuwanie reaktywnych form tlenu z udziałem triady enzymatycznej. 
CAT — katalza; SOD — dysmutaza ponadtlenkowa; GSH-Px — peroksydaza 
glutationowa; G-SH — glutation zredukowany; G-S-S-G — glutation utleniony.

rodnikami nadtlenkowymi, ale to karotenoidy są związka­
mi o silniejszych właściwościach antyoksydacyjnych. Ka­
rotenoidy (zwłaszcza (3-karoten) są silnymi wygaszaczami 
tlenu singletowego i hamują peroksydację lipidów [31-33]. 
Najsilniejszym antyoksydantem  obecnym w błonach ko­
mórkowych i lipoproteinach osocza krwi jest witamina E, 
inhibitor łańcuchowych reakcji utleniania wielonienasyco- 
nych kwasów tłuszczowych [33], Tokoferole reagują z gene­
rowanymi w dwuw arstw ie lipidowej rodnikami ponadtlen- 
kowymi i hydroksylowymi, wytwarzając mało reaktywne i 
stabilne rodniki tokoferylowe. Rodniki te ulegają redukcji 
do tokoferolu w  reakcji z witaminą C i glutationem [4,31,32]. 
Witamina C (kwas askorbinowy) to jeden z głównych an- 
tyoksydantów hydrofilowych znajdujący się w przestrzeni 
zarówno wewnątrz-, jak i pozakomórkowej [32,33], Wystę­
pując w formach zredukowanej (kwas askorbinowy) i utle­
nionej (kwas dehydroaskorbinowy), pełni ważną funkcję w 
utrzymaniu odpowiedniego potencjału osydo-redukcyjne- 
go, a przede wszystkim w neutralizacji reaktywnych form 
tlenu i azotu powstających w  toku komórkowych przemian 
metabolicznych [4,34], Kwas moczowy, a w  zasadzie anion 
moczanowy, jest antyoksydantem działającym w komórce i 
pozakomórkowo. Reaguje on z utleniaczami, a także wiąże 
jony żelaza. Wykazuje dużą reaktywność zwłaszcza wobec 
produkowanego przez zaktywowane fagocyty podchlory­
nu. Obecny jest w  dużych stężeniach w tkankach i komór­
kach narażonych na duże stężenia oksydantów [1,35].

CIĄŻA I STRES OKSYDACYJNY

Terminem „stres oksydacyjny" określa się zaburzenie 
równowagi między produkcją reaktywnych form tlenu, 
a zdolnością mechanizmów antyoksydacyjnych do ich 
unieszkodliwiania. Może być on wynikiem w zrostu gene­
rowania RFT lu b /i  osłabieniem obrony anty oksydacyjnej 
[25,36-41], W czasie ciąży w  organizmie matki następują 
liczne dynamiczne zmiany adaptacyjne (anatomiczne, fi­
zjologiczne i metaboliczne) [42,43]. Zmiany te, jak uważa 
wielu autorów, sprzyjają jednak także procesom w ytw arza­
nia RFT (zwłaszcza w drugiej połowie ciąży) [44]. Składa 
się na to kilka zasadniczych przyczyn. Najważniejsze z nich 
to wzrost podstawowej przemiany materii i „konsumpcji" 
tlenu oraz „przestawienie" większości tkanek pozałożysko- 
wych matki na wykorzystywanie kwasów tłuszczowych 
jako podstawowego źródła energii [2,45], Ostatni trymestr 
ciąży to okres zmniejszania wrażliwości tkanek docelowych
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na działanie insuliny (insulinooporność), katabolizmu tkan­
ki tłuszczowej i uwalniania z adypocytów WKT (wolnych 
kwasów tłuszczowych) [2]. W procesie ich [3-oksydacji po­
wstaje duża ilość nadtlenku w odoru [46].

Jednym z głównych źródeł prooksydantów jest łożysko 
[47]. W raz z postępem  ciąży następuje wzrost jego rozmia­
rów i unaczynienia. Wzrost rozmiarów łożyska bogatego 
w mitochondria powoduje, że staje się ono „fabryką" RFT. 
W ytwarzany w dużej ilości anionorodnik ponadtlenkowy 
jest źródłem  tworzenia kolejnych aktywnych form tlenu, tj. 
nadtlenku w odoru i rodnika hydroksylowego [39]. Wzrost 
wytw arzania RFT nasila się w raz z rozwojem ciąży [44,48], 
zwłaszcza mnogiej (większa masa łożyska) [49], Łożysko 
jest także miejscem lokalnej syntezy tlenku azotu. W orga­
nie tym  są obecne duże ilości makrofagów, produkujących 
w obecności jonów metali przejściowych tlenek azotu (NO) 
i inne formy RFT [25,39,44]. W czasie ciąży układ odporno­
ściowy samicy jest osłabiony, co jest powodem  częstszych 
stanów zapalnych, prowadzących do aktywacji makro i mi- 
krofagów, które zwalczając patogeny produkują duże ilo­
ści reaktywnych form tlenu [39,44,50]. Zwiększa się obrót 
metaboliczny żelaza [51,52], Wzrasta erytropoeza, skraca 
się czas życia erytrocytów, nasila się dostawa tego mikro­
elementu do rozwijającego się płodu [53,54], Zwiększa się 
więc dostępność wolnego żelaza, a tym samym możliwość 
katalizowania reakcji Fentona i wzrostu generowania bar­
dzo reaktywnych rodników hydroksylowych [25,55].

Liczne badania dow odzą bezwzględnie, że nadm ierna 
produkcja RFT (stres oksydacyjny) ma bardzo niekorzystny 
wpływ na przebieg ciąży, zdrowie samicy i rozwój płodu 
(płodów). Jest przyczyną m.in. zamierania zarodków i ich 
resorpcji, poronień, przedwczesnych porodów, wydaw ania 
na świat potomstwa o niskiej masie urodzeniowej, z wadami 
rozwojowymi narządów  i układów, osłabioną odpornością 
i tem pem  pourodzeniowych zmian adaptacyjnych [4,30,41]. 
Podstawową przyczyną tych zaburzeń jest niewystarczające 
zaopatrzenie płodu w substancje odżywcze i tlen spow odo­
wane niedorozwojem i nieprawidłową czynnością łożyska, 
w następstwie uszkodzenia lipidów, białek i DNA jego ko­
mórek [56-58],

CIĄŻA I OBRONA ANTYOKSYDACYJNA

System obrony antyoksydacyjnej jest wieloskładnikowy. W 
obrębie każdej z trzech grup anty oksydantów: enzymatycz­
nych, nieenzymatycznych białkowych i drobnocząsteczko­
wych wchodzi wiele składników [1], Wykonanie pomiarów 
każdego z nich jest trudne do zrealizowania. Nasilenie stresu 
oksydacyjnego i stopień aktywacji obrony antyoksydacyjnej 
poszczególnych elementów są zmienne i zależą w  znacznym 
stopniu od tkanki, narządu i układu. Mogą zmieniać się także 
w obrębie tego samego organu, np. w  zależności od występu­
jącej danej części izoformy enzymu antyoksydacyjnego, czego 
dobrym przykładem jest łożysko i dysmutaza ponadtlenko­
wa. Dysmutazy cynkowo-miedziowa (SOD-1) i manganowa 
(SOD-2) wykazują w  łożysku różną lokalizację i zdają się peł­
nić odmienne funkcje. SOD-1 jest zlokalizowana głównie w 
tkance zrębu kosmków, gdzie pełni funkcję ochronną przeciw 
anionorodnikowi ponadtlenkowemu wytwarzanemu przez 
makrofagi płodowe i pochodzącemu z innych źródeł. SOD-2
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natomiast, zlokalizowana jest głównie w  śródbłonku naczy­
niowym, gdzie odgrywa rolę wymiatacza anionorodnika po- 
nadtlenkowego i wpływa na okres półtrwania tlenku azotu 
i stopień rozkurczu naczyń krwionośnych. Obydwie formy 
SOD obecne są w  syncytiotrofoblaście, jednak w ilości niepo­
równywalnie mniejszej niż w  śródbłonku naczyniowym i zrę­
bie kosmków [10]. Aktywność dysmutazy ponadtlenkowej, 
mierzona w homogenatach całego łożyska, wzrasta wraz z 
przebiegiem ciąży, zarówno fizjologicznej, jak i patologicznej. 
Ogólnie przejawia się to zmniejszeniem peroksydacji lipidów. 
W zależności jednak od zmian objętości kosmków, powierzch­
ni trofoblastu i stopnia unaczynienia łożyska, może zmieniać 
się aktywność jednej lub drugiej izoformy. Tak więc pomiary 
ogólnej aktywności dysmutazy ponadtlenkowej w  homoge­
natach całego łożyska nie pozwalają na ocenę prawidłowości 
jego rozwoju i przebiegu ciąży [59],

Ocena statusu antyoksydacyjnego in vivo, na podstawie 
pomiarów wszystkich komponentów obrony antyoksydacyj- 
nej, jest obecnie niemożliwa. Najmniej inwazyjnym sposobem 
oceny w organizmie stanu dynamicznej równowagi między 
oksydantami i antyoksydantami wydaje się być oznaczenie 
całkowitego statusu antyoksydacyjnego (TAS) osocza oraz stę­
żenia w nim malonylodialdehydu (MDA), wskaźnika stopnia 
peroksydacji lipidów. Całkowity status antyoksydacyjny oso­
cza opisuje zdolność ochrony układów biologicznych przed 
uszkodzeniami wywołanymi przez reaktywne formy tlenu i 
ich pochodne [10,26,60], Na całkowity status antyoksydacyjny 
osocza składa się aktywność antyutleniaczy enzymatycznych 
(głównie EC-SOD), białkowych nieenzymatycznych (m.in. al­
bumin, ceruloplazminy, transferryny) oraz drobnocząsteczko­
wych (m.in. stężenia kwasu moczowego, bilirubiny, glutatio- 
nu, witamin A, E i C oraz karotenoidów).

Stres metaboliczny towarzyszący ciąży i laktacji powoduje 
wzmożone wytwarzanie reaktywnych form tlenu, prowadząc 
często do zachwiania równowagi między pro- i antyoksydan­
tami w organizmie [10,26,61,62]. Badania z zakresu sprawno­
ści systemu antyoksydacyjnego były prowadzone głównie u 
ciężarnych kobiet i krów mlecznych. Koncentrowały się one 
głównie na okresie przejściowym, tj. między późną ciąża 
a wczesną laktacją. Badania porównawcze ciężarnych i niecię- 
żamych kobiet wykazały, że całkowity status antyoksydacyjny 
osocza w pierwszym trymestrze ciąży jest statystycznie niższy 
niż u kobiet nieciężamych [63]. Badacze stwierdzili, że wartość 
tego wskaźnika zależała od stężenia kwasu moczowego. Wzro­
stowi nerkowego wydalania kwasu moczowego i spadkowi 
jego stężenia w  osoczu towarzyszyło zmniejszenie całkowitej 
pojemności anty oksydacyjnej. W drugim i trzecim trymestrze 
ciąży całkowita pojemność antyoksydacyjna osocza wzrastała, 
osiągając w  ostatnim tygodniu ciąży wartości zbliżone do ob­
serwowanych u kobiet nieciężamych. Po porodzie wskaźnik 
ten do ósmego tygodnia laktacji ulegał dalszemu wzrostowi. 
Zmiany te także były proporcjonalne w stosunku do zmian 
stężenia kwasu moczowego w osoczu. Uwzględniając zmiany 
stężenia kwasu moczowego w osoczu, autorzy wyliczyli tzw. 
„skorygowaną TAC" (ang. total antioxidant capacity) i stwier­
dzili, że wartość ta nie zmieniała się w całym badanym okre­
sie. Inne badania [45] potwierdzają mniejsze stężenia kwasu 
moczowego u ciężarnych kobiet, jednakże wskazują, że przy­
czyną niższych wartości TAS są również zmniejszenie stężenia 
albumin, bilirubiny oraz witaminy E w osoczu. Inni autorzy
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stwierdzają, że podczas ciąży zmniejsza się też aktywność 
dysmutazy ponadtlenkowej osocza [40,48]. Prawidłowej cią­
ży towarzyszą wyraźne zmiany w metabolizmie lipidów [63], 
Wzrasta stężenie triacylogliceroli, cholesterolu całkowitego i 
jego frakcji LDL w  osoczu. Wskazuje to na narastający wraz 
z przebiegiem ciąży stres oksydacyjny, czego dowodem jest 
znacznie wyższa w porównaniu z okresem przedciążowym 
i poporodowym, zawartość nadtlenków lipidów pod koniec 
drugiego i trzeciego trymestru. Dobrym wskaźnikiem stresu 
oksydacyjnego i stopnia peroksydacji lipidów jest stężenie w 
osoczu malonylodialdehydu, wzrastające u kobiet w  okresie 
ciąży [45,48].

Badania mlecznych krów dowodzą jednoznacznie, że naj­
większa produkcja wolnych rodników ma miejsce w  okresie 
przejściowym. Niektórzy badacze [26] uważają, że w  znacz­
nym stopniu przyczyniają się do tego zachodzące w  tym okre­
sie intensywne zmiany hormonalne, immunologiczne i meta­
boliczne. Porównanie wyników badań przeprowadzonych w 
okresie okołoporodowym u krów nastręcza wiele trudności. 
W badaniach tych krew do analiz pobierana była w  różnym 
czasie, brano pod uwagę różne wskaźniki i na dodatek czę­
sto stosowano inne metody ich oznaczeń. Np. stwierdzono 
[61], że stopień peroksydacji lipidów istotnie wzrasta od 10. 
dnia przed porodem do 30. dnia laktacji. Aktywność dysm u­
tazy ponadtlenkowej w  osoczu zwiększa się progresywnie 
w ostatnich trzech tygodniach ciąży i osiąga maksim um  w 
czwartym dniu przed porodem. Po porodzie aktywność tego 
enzymu szybko obniża się. Podobne tendencje obserwowali 
inni badacze [64], Jeszcze inni badacze wykazali [26], że stę­
żenie MDA w ostatnim tygodniu przed porodem obniża się, 
a następnie stopniowo wzrasta od 4. do 8. tygodnia laktacji. 
Nie zmienia się natomiast w tym czasie aktywność dysm uta­
zy ponadtlenkowej. Badacze zaobserwowali, że w  okresie od 
2. tygodnia przed porodem do 4. tygodnia laktacji obniża się 
całkowity status antyoksydacyjny osocza (parametr ten w zra­
sta dopiero w 8. tygodniu laktacji), co wskazuje na osłabienie 
obrony antyoksydacyjnej i narastający stres oksydacyjny. Nie 
stwierdzono istnienia zależności pomiędzy natężeniem TAS, 
a zmianami stężeń kwasu moczowego, bilirubiny i albumin, 
co sugerowało, że o wartości TAS decydują głównie zmiany 
stężenia witamin E, A i C oraz glutationu. Odmienne tenden­
cje zmian całkowitego statusu antyoksydacyjnego osocza w 
okresie przedporodowym  zaobserwowano u krów, których 
dietę uzupełniono witaminą E [65]. Stwierdzono wzrost w ar­
tości wskaźnika TAS w miarę zbliżania się terminu porodu. 
Wykazano także [62], że od 2. tygodnia przed porodem w zra­
sta u krów zarówno stężenie MDA, jak i całkowity status an­
tyoksydacyjny osocza. Osiągają one maksymalne wartości w 
1. tygodniu laktacji, po czym już w 2. tygodniu znacząco m a­
leją. Stwierdzono znaczący wpływ uzupełnienia diety w ita­
minami i składnikami mineralnymi na wartość całkowitego 
statusu antyoksydacyjnego. Tuż przed porodem stężenie nie­
których antyoksydantów, np. witaminy E, zmniejsza się do 
poziomu, który u osobników nie będących w ciąży mógłby 
wskazywać na stan jej chronicznego niedoboru. Tak więc ob­
serwowany w pierwszym tygodniu po wycieleniu, „szczyt" 
stężenia MDA, i najwyższą wartość wskaźnika TAS mogą 
dowodzić, że endogenny system antyoksydacyjny w spo­
magany przez egzogenne antyoksydanty może skutecznie 
kompensować nadmierne w okresie okołoporodowym w y­
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twarzanie nadtlenków lipidów i skutecznie chronić przed 
następstwami stresu oksydacyjnego [62,65-67].

Intensyfikacja utrzymania kóz, to jest m.in. zwiększenie licz­
by zwierząt w stadzie, dążenie do wydłużenia okresu laktacji 
i wzrostu wydajności mlecznej spowodowały, że zaburzenia 
metaboliczne (w tym równowagi oksydanty/antyoksydanty), 
występują w okresie okołoporodowym coraz częściej również 
u tego gatunku przeżuwaczy. Potwierdzeniem tego są wyniki 
badań [68], które dowodzą występowania w okresie przejścio­
wym  u wysokomlecznych kóz umiarkowanego stresu oksyda­
cyjnego. Nie zaobserwowano co prawda w tym okresie zna­
czących zmian stężenia w osoczu reaktywnych metabolitów 
tlenu (ROMs, ang. reactive oxygen metabolites) i aktywności dys- 
mutazy ponadtlenkowej (EC-SOD), ale wykazano znaczący 
spadek aktywności peroksydazy glutationowej (GSH-Px) i stę­
żenia albumin. Aktywność GSH-Px uznawana jest za wskaźnik 
stresu oksydacyjnego i wykazuje ścisły związek z zawartością 
nadtlenku w osoczu. Albuminy są natomiast głównym poza- 
komórkowym źródłem grup holowych, będących wymiata­
czami wolnych rodników [1,68]. Wysunięto przypuszczenie 
[68], że uszczuplenie zawartości antyoksydantów w osoczu 
jest konsekwencją, a nie przyczyną stresu oksydacyjnego. Wie­
le cząsteczek antyoksydantów jest bowiem zaangażowanych 
w utrzymanie stałego, prawidłowego poziomu reaktywnych 
metabolitów tlenu, a spadek zawartości jednego z nich jest 
zwykle kompensowany wzrostem innych.

Wyniki badań dow odzą więc jednoznacznie, że u do­
mowych mlecznych przeżuwaczy ostatnie tygodnie ciąży 
i początek laktacji to okres zwiększonego narażenia na stres 
oksydacyjny i pow odow ane przez niego zaburzenia, a więc 
wymagający dużej sprawności (aktywności) systemu anty- 
oksydacyjnego.
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ABSTRACT

By-products of oxygen metabolism are the element's reactive species and their derivaties. Reactive oxygen species (ROS) and particularly free 
oxygen radicals (FOR) are characterized by high chemical activity. They can easily react with cell macromolecules (lipids, protein and DNA), 
leading to change of their structure and function and finally to the cell death and tissue damage. In defense against ROS, organism formed 
an antioxidative system of several stages with many completing each other reciprocally. The system is made by enzymatic antioxidants, non­
enzymatic proteins binding ions of transition metals, and low molecular antioxidants. Oxidative stress is a consequence of disorder between  
ROS generation and efficiency of the antioxidant system. Pregnancy is a physiological state characterized by increased ROS generation espe­
cially in the last trimester of the gestation and at the beginning of lactation. In this paper w e have presented changes in total anti oxidant status 
(TAS) of plasma and its chosen components in domestic milking ruminants in transition period. Literature data prove explicitly that during 
late pregnancy and early lactation period, functional burden of balance control mechanism pro/antioxidants increases significantly.

328 ww w.postepybiochem ii.pl

http://rcin.org.pl

mailto:dorota.jankowiak@zut.edu.pl
http://www.postepybiochemii.pl


Ewolucja poglądów na temat 
insulinopodobnych czynników wzrostu

STRESZCZENIE

N in ie jszy  artykuł p rzeglądow y jest próbą zw ięzłego podsum ow ania  obecnego stanu 
w iedzy  na tem at in su lin opodobnych  czynników  w zrostu, daw niej zw anych som atom e- 

dynam i. Autorzy op isu ją  stru k tu rę  uk ład u  IGF, w yjaśniając podstaw ow e m echanizm y jego 
funkcjonow ania. Celem  a rtyku łu  jest rów nież p rzedstaw ien ie  najnow szych w yników  badań  
dotyczących w pływ u in su lin opodobnych  czynników  w zrostu  na pre-, około- i postnata lny  
w zrost i rozwój organizm ów . Rola IGF-I w ydaje się być bardziej istotna w  tym  procesie niż 
sądzono  50 lat tem u, k iedy  to narodziła  się hipoteza w ystępow ania som atom edyn, przy czym 
od tego czasu dokonano  k ilk u  pow ażnych zm ian jej treści. Szczególną uw agę zw rócono na 
rolę u k ład u  IGF w stanach patologicznych, reprodukcji, laktacji, żyw ien iu  i uk ładz ie  im ­
m unologicznym  zarów no ludzi, gryzoni, jak  i przeżuw aczy. Podkreślono rów nież  zw iązek 
pom iędzy  IGF-I a procesem  now otw orzenia.

WPROWADZENIE

W zrost jest to szereg zmian, które zachodzą u wszystkich organizmów ży­
wych, w  okresie płodow ym  i po urodzeniu polegający na zwiększaniu się liczby 
oraz wymiarów komórek z jednoczesnym procesem ich różnicowania. Proces 
ten regulowany jest przez szereg czynników wewnętrznych (integracja szlaków 
sygnałowych) i środowiskowych (przede wszystkim dostarczanych z pożywie­
niem). U osobników dojrzałych oparty jest na naturalnej regeneracji tkanek, od­
powiedzi na uszkodzenia, jak również na zachowaniu bilansu metabolicznego 
i integralności komórek. Głównym regulatorem procesu wzrastania w  okresie 
p łodow ym  jest układ insulinopodobnych czynników wzrostu. Wzrost w okresie 
pourodzeniow ym  skorelowany jest przede wszystkim z poziomem w osoczu 
horm onu wzrostu i jego mediatora — IGF-I [1]. Nieprawidłowości związane z 
zaburzeniam i wzrastania w  sposób znaczący wpływają na metabolizm organi­
zm u i przyczyniają się do wystąpienia wielu chorób [2],

EWOLUCJA POGLĄDÓW

ZAŁOŻENIA HIPOTEZY WYSTĘPOWANIA SOMATOMEDYN

H ipoteza dotycząca w ystępow ania w organizm ach żywych som atom edyn 
narodziła się w momencie próby poznania, w jaki sposób w zrost somatycz­
ny kom órek zależny jest od czynników uwalnianych z przysadki mózgowej. 
Evans i wsp. [3] po raz pierw szy zadem onstrowali, że bliżej niesprecyzowana 
substancja, zaw arta w przednim  płacie przysadki mózgowej, zwiększa tem po 
w zrostu  szczurów. Lee i Schaffer [4], wstrzykując szczurom wyciąg z bydlęcej 
przysadki, zaobserwowali, że badane zwierzęta, w porów naniu  z grupą kon­
trolną, nie tylko rosną szybciej, ale także zawierają proporcjonalnie więcej mię­
śni i mniej tłuszczu. Te spostrzeżenia doprow adziły  badaczy do w niosku, że 
substancja obecna w przysadce mózgowej stymuluje w zrost i w pływ a znacząco 
na jakość tuszy. Taką hipotetyczną substancję z wyciągu z przysadki nazw a­
no horm onem  w zrostu (GH, ang. growth hormone), jednakże po raz pierwszy 
w yizolow ano i w dostatecznym  stopniu oczyszczono ten horm on z bydlęcej 
p rzysadki dopiero w 1945 roku [5], U dow odniono następnie, że oczyszczony 
GH naśladow ał działanie w yciągu z przysadki mózgowej, zmniejszając otłusz­
czenie szczurów o 47% [6]. Jest to białko o masie cząsteczkowej 22 kDa, skła­
dające się z pojedynczego łańcucha polipeptydow ego, zbudow anego ze 191 
reszt am inokwasów, w obrębie którego tworzą się dw a mostki disiarczkowe i 
cztery helisy a  (odpow iednio 1. reszty 9-34, 2. reszty 72-92, 3. reszty 106-128 
oraz 4. reszty 155-184), połączone krótkimi pętlami [7]. Już pół w ieku tem u do ­
wiedziono, że horm on w zrostu, syntetyzow any przez komórki kwasochłonne 
przedniego płata przysadki mózgowej, nie działa w prost na tkanki docelowe. 
W trakcie badań w ykonyw anych in vivo i in vitro na szczurach, śledzono sto­
pień w iązania znakow anego 35S 0 4 w komórkach tkanki chrzęstnej (w postaci 
siarczanu chondroityny) [8,9]. Szczury z uszkodzoną lub wyciętą przysadką
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mózgową miały znacząco niższy poziom w budow anego 
35S 0 4 Jakkolwiek w strzykiw anie oczyszczonego bydlęcego 
GH efektywnie przywracało cały proces, to w badaniach 
in vitro w  hodow lach w ycinków badanej tkanki chrzęstnej 
podaw anie GH nie przyniosło spodziew anego efektu. O b­
serwacje te doprow adziły  do w niosku, że w pływ  horm onu 
wzrostu nie jest bezpośredni, a do swojego działania w y ­
korzystuje inne czynniki wzrostu.

W 1972 r. na łamach Nature postawiono hipotezę [10], w  
myśl której to jeszcze nie wyizolowane czynniki wzrostu, 
nazwane somatomedynami, pośredniczą w przenoszeniu 
informacji zainicjowanej przez przysadkowy horm on w zro­
stu. Termin „somatomedyna" miał odzwierciedlać zdolność 
takiego czynnika do przekazywania sygnału „somatotropi- 
ny", jak coraz częściej nazywano horm on wzrostu. Termin 
somatotropina (ST) okazał się jednak niepopraw ny i obec­
nie rzadko stosowany, ponieważ horm on w zrostu nie jest 
stricte horm onem  tropowym. Dodatkowo som atom edyny 
podzielono na podtypy, oznaczane kolejno dużym i litera­
mi alfabetu, przy czym takim czynnikiem w odpowiedzi na 
GH miała być somatomedyna C (Sm-C).

Jednocześnie rozwinął się odm ienny kierunek badań, 
oparty na innym  biologicznym systemie, choć dotyczący tej 
samej rodziny hormonów, a mianowicie insuliny. Froesch 
i wsp. [11], mierząc aktywność tego horm onu z udziałem  
surowicy z przeciwciałami przeciwko insulinie spostrzegli, 
że znaczna część insulinopodobnej aktywności nie ulega

wyłączeniu, mimo bezpośredniej supresji cząsteczki insuli­
ny. Taką aktywność nazwano insulinopodobną, nie ulega­
jącą zaham ow aniu (NSILA, ang. nonsuppressible insulin-like 
activity) i podjęto badania mające na celu zidentyfikowanie 
jej źródła. Stwierdzono, że NSILA stanowią dw ie frakcje 
białkowe; w 90% to frakcja o wysokiej masie cząsteczkowej 
(100-150 kDa) nie rozpuszczalna w kwasie, którą nazw a­
no NSILA-P (ang. purified/precipitate NSILA), zaś pozostałą 
frakcję stanowią małe cząsteczki (6-10 kDa), rozpuszczalne 
w kwasie [12]. Te ostatnie, nazw ane NSILA-S (ang. short/ 
soluble NSILA), stały się przedm iotem  szerszego zaintereso­
wania. Kwestią do rozstrzygnięcia stało się zagadnienie, czy 
NSILA to jedna cząsteczka białkowa, zdolna do tworzenia 
polimerów lub agregatów z innymi cząsteczkami białko­
wymi, czy też NSILA to nic innego, jak kilka chemicznie 
odm iennych cząsteczek białkowych. Na rozstrzygnięcie tej 
kwestii trzeba było poczekać kolejną dekadę.

Zw ieńczeniem  w ieloletnich b adań  nad  ak tyw nością  in ­
suliny stało się w yizolow anie i scharakteryzow anie  dw óch 
odrębnych form  NSILA-S, k tórych masę cząsteczkow ą 
oszacow ano na 5-8 kDa. N azw ano je NSILA I i NSILA 
II, jednocześnie w stępnie  w ykazując ich insu linopodobną 
aktyw ność biologiczną [13]. Sześć lat po h ipo te tycznym  
ogłoszeniu istnienia som atom edyn R inderknecht i H um - 
bel [14,15] opisali s truk tu rę  łańcucha am inokw asow ego 
cząsteczek NSILA I i II. P ierw szą z nich, o m asie cząstecz­
kowej 7649 Da, nazw ano insu linopodobnym  czynnikiem  
wzrostu-I (IGF-I, ang. insulin-like growth factor-I). Jest to

Pre-pro Insulina (110 aa)

Pre-pro IGF-IA (153 aa)

Pre-pro IGF-IB (195 aa)

Pre-pro IGF-II (180 aa)

+H 3N -

Aktywne biologicznie cząsteczki:

Peptyd sygnałowy

Propeptyd 

Domena B

Domena C

Domena A

Domena D

Peptyd E

- c o o -

Łańcuch B Łańcuch A + PEPTYD C (35 aa)

Domena B C A D

Domena B C A D

INSULINA (51 aa) 

IGF-I (70 aa) 
IGF-II (67 aa)

Rycina 1. Porównanie prekursorowych i dojrzałych form insuliny, IGF-I i IGF-II człowieka. Objaśnienie skrótów: „aa" liczba reszt aminokwasów.

330 w w w .postepybiochem ii.pl

http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


pojedynczy łańcuch polipeptydow y, składający się z 70 
reszt am inokw asów , zaw artych w czterech domenach: B 
(reszty 1-20), C (reszty 30-41), A (reszty 42-62) i D (reszty 
63-70). D odatkow ą dom enę E spotyka się tylko w p reku r­
sorze pep tydu  [16]. Zbliżoną budow ą cechuje się d ruga 
cząsteczka NSILA-S, insulinopodobny czynnik w zrostu- 
II (IGF-II, ang. insulin-like growth factor-II). Jest to rów nież 
pojedynczy łańcuch polipeptydow y, składający się z 67 
reszt am inokw asów  o masie cząsteczkowej 7471 Da. N a ­
zew nictw o obu cząsteczek w yw odzi się od niezwykłego 
podobieństw a pierw szorzędow ej struk tu ry  IGF-I/II do 
insuliny. Insulinę różni przede w szystkim  d łuższa i od ­
m ienna w  budow ie dom ena C (35 reszt am inokw asów ) i 
brak  dom eny D na C-końcu łańcucha (Ryc. 1).

W tym  sam ym  czasie, gdy trw ały  badania nad  izolacją 
i określeniem  s truk tu ry  NSILA-S, w ykonano szereg ba­
dań  dotyczących ich aktyw ności biologicznej. W ykazano 
m.in., że oczyszczone ekstrakty NSILA-S w yw oływ ały 
w zrost liczby i m etabolizm u fibroblastów w em brionach, 
jak rów nież znacząco zw iększały stopień w iązania zna­
kow anego 35S 0 4w kom órkach tkanki chrzęstnej kur [17] 
i szczurów ; w zrost aktyw ności tow arzyszył akromegalii, 
a spadek  karłow atości [18]. Uzależnienie aktyw ności od 
poziom u cyrkulującego horm onu w zrostu , jak rów nież 
niektóre biologiczne podobieństw a m iędzy NSILA-S/ 
IGF-I/IGF-II a odrębnie badanym i som atom edynam i 
spraw iły , że zaczęto rozw ażać możliwość pokrew ień ­
stw a tych czynników. Pierw sze w ątpliw ości rozw iązała 
praca Van W yk i w sp. [19], IGF-I i som atom edynę C w 
tych badaniach cechowały identyczne w yniki testu w y ­
korzystującego technikę radioim m unologiczną (RIA) 
oraz testu w iązania som atom edyny C z receptorem . IGF- 
II i som atom edyna A (Sm-A) w ykazały  odpow iednio  5% 
i 50% efektywności w  w ym ienionych testach. IGF-II cha- 
racteryzow ał się znacznie w yższym  pow inow actw em  w 
stosunku do receptora insuliny. Na tej podstaw ie w ysu ­
nięto przypuszczenia, że IGF-I i som atom edyna C to dw ie 
identyczne biologicznie substancje, co w późniejszych la­
tach zostało jednoznacznie po tw ierdzone na podstaw ie 
sekwencji reszt am inokw asów  som atom edyny C [20], 
Niejasności tow arzyszące nazew nictw u odkryw anych 
czynników  zakończyło przyjęcie jednolitej nom enkla tu ­
ry [21], w której upow szechniono określenia IGF-I i IGF- 
II, w  miejsce odpow iednio  Sm-C i Sm-A. W ten sposób 
skrzyżow ały  się dw a szlaki oparte  na różnych biologicz­
nie przesłankach - hipotezy w ystępow ania  som atom edyn 
oraz insulinopodobnej aktyw ności białek IGF. W ielokrot­
nie zaobserw ow ano, że mRNA IGF-I osiąga największe 
stężenie w w ątrobie i d latego organ ten uw ażany  jest za 
głów ne źródło tego horm onu  [22]. Krążący w krw i IGF-I 
działa rów nież na zasadzie ujem nego sprzężenia zw ro t­
nego w ew nątrz  osi som atotropow ej, gdzie jego wysoki 
poziom  ham uje dalsze uw alnianie  G H  z przysadki m ó­
zgowej [23]. W ten sposób narodził się p ierw otny  model 
osi som atotropow ej, składający się z p o dw zgórza-p rzy - 
sadki m ózgow ej-w ątroby. Było to w ów czas szeroko i 
pow szechnie akceptow ane założenie, w edług  którego 
przysadkow y GH „drażni" w ątrobę, która uw aln ia  w na ­
stępstw ie do krw i som atom edyny, a te działają na odległe 
tkanki docelowe i inicjują podziały  kom órek, zwiększając 
ich tem po w zrostu.
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POGLĄDY ALTERNATYWNE

Kolejne doświadczenia i spostrzeżenia dostarczały jed­
nak dow odów  na to, że zarówno horm on wzrostu, jak i IGF- 
I, mogą ulegać lokalnej syntezie w wielu tkankach i narzą­
dach, przy czym ich funkcja jest często regulowana przez 
dodatkow e czynniki specyficzne dla określonej tkanki.

W badaniach z wykorzystaniem różnych eksplanta- 
tów kom órkowych płodów szczura (11-17 dnia ciąży) [24] 
stwierdzono, że oprócz komórek zawiązków wątroby, 
również komórki, z których powstają jelito, serce, mózg, 
nerki i płuca są zdolne do syntezy IGF-I (detekcja z w y­
korzystaniem techniki RIA). Był to pierwszy dowód na 
to, że IGF-I może być produkow any lokalnie i może mieć 
działanie au tokrynne/parakrynne. Analogiczne badania 
przeprow adzono na szczurach pozbawionych przysadki 
mózgowej (pomiary w  50. dniu życia; wycięcie przysadki 
w wieku 30 dni). Średnia waga takich szczurów wyniosła 
100-107 g, przy 250-260 g w grupie kontrolnej (szczury 
normalne). Było to swoiste potwierdzenie udziału osobni­
czego GH, jak i roli osi somatotropowej w  procesie wzrostu 
i rozwoju osobniczego. Podawanie szczurom owczego hor­
m onu w zrostu (GH) umożliwiło wykrycie procesu syntezy 
IGF-I nie tylko w wątrobie, ale również w nerce, płucach, 
sercu i jądrach [25]. Kolejne doświadczenia przeprow adzo­
ne w krótkim czasie po udostępnieniu pierwszych sekwen­
cji cDNA dla genu IGF-1, miały na celu identyfikację mRNA 
IGF-I w różnych tkankach. Gen IGF-I ulegał ekspresji w 
wielu tkankach, zarówno na etapie embrionalnym (m.in. 
w  zawiązkach ludzkich i szczurzych jelit, mięśni, nerki, ło­
żyska, żołądka, serca, skóry, trzustki, podw zgórza i mózgu 
[26,27]), pourodzeniowym , jak w życiu osobniczym [28-31], 
W badaniach tych dowiedziono, że po podaniu GH ekspre­
sja genu IGF-I w wyżej wymienionych narządach i tkankach 
wzrastała kilkukrotnie.

Na tej podstawie wysnuto alternatywną hipotezę, w 
której to zarówno krążąca w krwi endokrynna forma IGF-I 
pochodząca z wątroby, jak również ta produkow ana lokal­
nie w  tkankach, reagują na sygnał pochodzący od horm onu 
wzrostu i są jego „wykonawcami". Nie wykluczano wtedy 
działania somatotropiny niezależnego od IGF-I. Dwie m oż­
liwe drogi sygnału horm onu wzrostu określono mianem 
„teorii podwójnego efektora" (ang. dual effector theory) [32]. 
Hipotezę poparto wynikami badań, z których wynikało, że 
GH stymuluje jedynie różnicowanie się preadipocytów w 
adipocyty, natomiast układ GH/IGF-I stymuluje podziały 
adipocytów i ich ekspansję klonalną. Analogiczne wyniki 
uzyskano dla chondrocytów [33], H orm on w zrostu również 
wpływ ał na różnicowanie się komórek prekursorowych, 
jednocześnie indukował lokalną syntezę IGF-I, przez którą 
to stymulował ekspansję klonalną całych kolum n chondro­
cytów. Jednak kolejne obserwacja kwestionowały „teorię 
podwójnego efektora". Dyskutowano bowiem o zależnej 
również od IGF-I aktywacji różnicowania się chondrocytów
[34], mioblastów [35] i adipocytów [36] oraz o sytuacjach 
odwrotnych, o udziale GH w proliferacji wspom nianych 
komórek.

Odrębnym  przedm iotem  badań była próba odpowiedzi 
na pytanie, czy szeroko pojęty proces w zrostu organizmu
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stym ulowany jest przez mechanizm endokrynny klasycznej 
osi somatotropowej (w tym krążący we krwi IGF-I w yw o­
dzący się z wątroby). W ykazano [37], że systematyczne po­
dawanie rekombinowanego IGF-I szczurom pozbawionym  
przysadki zwiększyło ich tempo wzrostu, jakkolwiek efekt 
ten był znacznie słabszy w  porównaniu do efektu wywołane­
go przez hormon wzrostu. Stosując GH uzyskiwano lepsze 
rezultaty nawet w  dawkach 50-krotnie niższych niż IGF-I. 
Należy przy tym pamiętać, że ponad 95% krążącego w oso­
czu IGF-I związane i transportowane jest przez rodzinę bia­
łek wiążących IGF (IGFBP, ang. IGF-binding protein), które 
decydują o dystrybucji IGF-I do poszczególnych tkanek i 
narządów  [38]. Co więcej, lokalne wstrzykiwanie przeciw­
ciał anty-IGF-I powodowało niemal całkowite zablokowanie 
działania GH [39]. W ysnuto więc koncepcję, w edług której 
GH stymuluje wzrost kości na długość poprzez stym ulow a­

nie lokalnej syntezy IGF-I, IGF-I zaś w  sposób au to /para-  
krynny stymuluje podziały komórkowe.

Jaka jest więc rola krążącego IGF-I? Mutacje w genie IGF- 
I są przyczyną karłowatości m.in. u myszy i człowieka. My- 
szy-homozygoty z uszkodzonymi genami kodującymi IGF-I 
i jego receptor w  momencie urodzenia wykazują jedynie 45- 
60% normalnej wagi i rozmiaru, przy czym zdecydowana 
większość (>95%) umiera w krótkim czasie po narodzinach 
[40,41]. Główną przyczyną śmierci był przede wszystkim 
słabo wykształcony układ oddechowy. Natomiast w do­
świadczeniu, w  którym  specyficznie wyłączono gen IGF-I 
jedynie w  wątrobie badanych myszy [42], nie odnotowano 
różnicy we wzroście postnatalnym  zwierząt w  porównaniu 
z grupą kontrolną, mimo że poziom krążącego IGF-I zre­
dukow ano w ten sposób aż o 75%. Może to sugerować, że 
IGF-I w ywodzący się z wątroby nie jest niezbędny w pro ­

cesie wzrostu organizm u w  okresie życia 
osobniczego, raczej główną rolę przejmuje 
lokalnie syntetyzowany IGF-I. Dodatkowo 
udowodniono, że wątroba jest głównym 
źródłem  endokrynnego IGF-I. Nieznane 
jest jeszcze źródło takiego lokalnego IGF-I; 
być może wystarczające są tem po lokalnej 
syntezy i wydzielania IGF-I w  części pery- 
ostrium, perychondrium , w mięśniach i w 
tkance tłuszczowej, jak i poziom IGF-I po ­
chodzącego z wątroby. Udokum entowano 
już au tokrynne/ parakrynne działanie IGF- 
I na obszarze mięśni szkieletowych [43], 
Linearny wzrost kości długich zależny jest 
od płytki wzrostu, zbudowanej z chrząstki 
nasadowej znajdującej się w pobliżu zakoń­
czeń rosnącej kości. Chondrocyty zorgani­
zowane są tu w  kilku warstwach, z najważ­
niejszą z nich, warstwą proliferacyjną. N o­
wopowstałe komórki chrzęstne przesuwają 
się w  kierunku trzonu kości, tworząc kolej­
ne punkty kostnienia. We wcześniejszych 
badaniach na szczurach [44] i na myszach
[45], nie wykryto obecności mRNA IGF-I 
w płytce wzrostu, natom iast obficie w ystę­
powało mRNA IGF-ll. Obecność IGF-II nie 
jest niczym szczególnym, gdyż to właśnie 
IGF-II uważa się za główny efektor sygna­
łu horm onu wzrostu w strefie proliferacyj- 
nej w zrostu kości na długość. U przeżuw a­
czy również nie wykryto w płytce w zrostu 
syntezy receptora horm onu wzrostu i IGF- 
I, co może sugerować brak bezpośredniego 
udziału GH, a tym  samym potwierdzałoby 
udział endokrynnego IGF-I w proliferacji 
chondrocytów [46]. Wysoki poziom syn­
tezy IGF-I i jego receptora stwierdzono 
w  osteoblastach, co sugeruje udział tego 
czynnika w osteogenezie. Rolę aktywatora 
tego procesu przypisuje się m.in. szlakowi 
sygnałowemu cAMP i kinazy białkowej 
A (PKA) [47]. Kwestią sporną pozostaje 
udział najobficiej występującego w tkance 
kostnej białka wiążącego IGF -  IGFBP-5. 
Część badaczy przypisuje tem u białku rolę

podwzgórze

AN + ; 
GLU -

"Ł +

Tkanka kostna 

i chrzęstna Tkanka 

tłuszczowa
gruczoł mleczny

Rycina 2. Oś somatotropowa: elementy składowe i ich lokalizacja w organizmie. Objaśnienie skrótów: 
LIP, lipogeneza; AN, wpływ anaboliczny; GLU, wykorzystanie glukozy w mięśniach; GLUGEN, gluko- 
neogeneza; „+" efekt stymulujący; efekt hamujący.
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„wzmacniacza" w procesie formowania kości i różnicowa­
nia osteoblastów, natomiast inni badacze uważają, że jest on 
inhibitorem, blokującym działanie IGF-I i IGF-II, praw do­
podobnie poprzez utrudnianie wiązania tych cząsteczek ze 
swoistymi receptorami [48].

Opierając się na odstępstwach od oryginalnej i alternatyw­
nej hipotezy, Le Roith i wsp. [49] zaproponowali „poprawio­
ną" hipotezę występowania somatomedyn. Według jej zało­
żeń działanie GH/IGF-I jest bardziej kompleksowe niż dotąd 
sądzono. Nie ma wątpliwości, że somatotropina stymuluje 
syntezę wątrobowego IGF-I. Jednocześnie aktywuje syntezę 
elementów kompleksu białek wiążących IGF (IGFBP), które 
stabilizują cząsteczkę IGF-I w  osoczu. Trzecim kierunkiem 
działania hormonu wzrostu jest pobudzanie lokalnej auto- 
krynnej/parakrynnej syntezy IGF-I na obszarze niektórych 
tkanek i narządów. W ostateczności może być uaktywniony 
czwarty szlak, w  którym GH działa bezpośrednio na tkanki 
docelowe z pominięciem IGF-I. Pewną innowacją było rów ­
nież założenie, że IGF-I może działać samodzielnie, a nie tyl­
ko jako odpowiedź na sygnał przysadkowego GH. Takie au- 
tokrynne/ parakrynne działanie IGF-I wiąże się głównie ze 
wzrostem embrionalnym, z wczesnym wzrostem pourodze- 
niowym oraz funkcjami reprodukcyjnymi. Obecnie przyjmu­
je się, że 83% szeroko rozumianego wzrostu organizmu jest 
wynikiem działania osi somatotropowej. Udział poszczegól­
nych komponentów tej osi jest różny, w zależności od sta­
dium rozwojowego. Działanie IGF-II ogranicza się przede 
wszystkim do okresu życia płodowego, po którym jego rolę 
stopniowo przejmuje IGF-I [50], Czyni to insulinopodobny 
czynnik wzrostu I bardziej istotnym w procesie wzrostu i 
rozwoju całego organizmu [38],

Tę ostatnią myśl rozwinęli Kaplan i Cohen [51]. W swojej 
pracy przeglądowej, podsumowując ostatnie 50 lat badań z 
tego zakresu, zaproponowali nowy mechanizm działania G H / 
IGF-I, który oparto na pewnych przesłankach współzawodni­
czenia tych cząsteczek w niektórych procesach. Nazwano go 
układem wzmacniająco-przeciwdziałającym (ang. augmentati­
ve/counteractive system). W tym układzie IGF-I bez wątpienia 
jest głównym efektorem anabolicznego oddziaływania GH, 
choć nie jedynym. Dodatkowo IGF-I wzmacnia ten proces po­
przez mechanizmy niezależne od GH, czyli stymulację syntezy 
białka i hamowanie proteolizy. W przeciwieństwie natomiast 
do GH, ujawniając swoją insulinopodobą naturę, IGF-I prze­
ciwdziała lipolizie (wzmaga lipogenezę), reguluje transportem 
i wykorzystaniem glukozy w  mięśniach oraz hamuje proces 
glukoneogenezy w wątrobie (Ryc. 2).

WSZECHSTRONNOŚĆ OSI SOMATOTROPOWEJ

Horm on wzrostu, jak również IGF-I, cechują się działa­
niem plejotropowym. Poza szerzej opisanym w niniejszej 
pracy udziałem  we wzroście kości na długość, mięśni oraz 
gospodarce cukrowo-lipidowej, warto wymienić także ich 
udział w  szeregu w ażnych nie tyle dla wzrostu, co dla roz­
woju organizm u procesach.

APOPTOZA I NOWOTWORY

Szlak sygnałowy IGF-I stymuluje proliferację komórek 
(szlak kinaz MAPK) i hamuje apoptozę (szlak kinazy 3'-

fosfatydyloinozytolu (3'-PI)) [52], Kinaza 3'-PI bierze udział 
m.in. w  aktywacji takich procesów, jak stym ulowany przez 
insulinę transport glukozy, synteza DNA i białek (proces 
różnicowania komórek), aktywacja kinaz A i C [53]. Ak­
tywacja kinazy 3 '-PI wyjaśnić może w pew nym  stopniu 
udział IGF-I w  procesie apoptozy, co ma związek z akty­
wacją kinaz serynowo-treoninowych AKT. Te natomiast 
fosforylują białko BAD, które traci zdolność ham owania 
antyapoptotycznych białek BCL-2 i BCL-X. Białko BAD, 
w formie ufosforylowanej, wiąże się natomiast jako hete- 
rodim er z białkiem BAX, które ma właściwości promujące 
śmierć komórki (uwalnia cytochrom C z mitochondriów, 
jeżeli zostanie zaktywowane przez kluczowe w wielu pro­
cesach białko p53). Uwolniony cytochrom C daje sygnał dla 
kaskady kaspaz, a te degradują cząsteczki białek i DNA ko­
mórki [54], Silnym działaniem mitotycznym i ham owaniem  
apoptozy można tłumaczyć związek rozwoju nowotworów 
z nadekspresją IGF-I. Wysoki poziom IGF-I w  osoczu wiąże 
się z ryzykiem rozwoju nowotworu, zaś wysoki poziom  IG- 
FBP (zwłaszcza IGFBP-3) zmniejsza ryzyko rozwoju zmian 
nowotworowych, zwłaszcza raka piersi [55], Prom ieniowa­
nie jonizujące (IR) stosowane w terapii wielu now otw orów  
stymuluje syntezę IGF-I. Ten natomiast poprzez szlak IGF- 
IR-Src-Mek-Erk-Egrl indukuje ekspresję genu CLU (ang. 
clusterin), którego produkt w  formie glikozylowanej (sCLU) 
uw aża się za jeden z głównych czynników chroniących ko­
mórki now otw oru przed dotychczas stosowanymi środka­
mi do walki z nim [56], Docelowo w  leczeniu zaczyna się 
więc stosować najnowsze m etody blokowania receptora dla 
IGF typu I, szczególnie w  tych rejonach, które są zmienione, 
m.in. w przypadku raka piersi [57], raka jelita grubego [58] 
i mięsaków [59],

FUNKCJE REPRODUKCYJNE I LAKTACJA

Parakrynny/au tokrynny udział horm onu wzrostu w 
kształtowaniu układu rozrodczego dobrze udokum entow a­
no zarówno u samców [60,61], jak i samic [60,62], Wyniki 
licznych badań wskazują na udział endokrynnych form 
G H/IG F-I w kontroli neuroendokrynnego uwalniania hor­
monu luteinizującego (LH) i horm onu folikulotropowego 
(FSH) przez gonadoliberynę (GnRH) [63]. Udział IGF-I, za­
równo endokrynny jak i au to /parakrynny, nie został jeszcze 
do końca poznany. Myszy z IGF-I 7- są bezpłodne. Samce 
cechował niski poziom testosteronu (18 % normalnego po­
ziomu) i znacząco opóźniony rozwój komórek Leydiga [64]. 
Samice natomiast charakteryzowały się brakiem owulacji i 
niedostatecznie rozwiniętą macicą [64], W przypadku ludzi 
nie odnotowano aż tak drastycznych zmian. Pacjent (55 lat) 
z nieaktywnym  genem IGF1 cechował się zaburzoną sper­
matogenezą, upośledzeniem funkcji komórek Sertoliego 
oraz niewielką objętością jąder [65]. Istnieją jednak donie­
sienia o wielu pacjentach, którzy mimo delecji lub mutacji w 
genach IGF1 i IGF1R byli płodni [66], Badania z tego zakresu 
są jednak ograniczone ze względu na wysoką śmiertelność 
m utantów  IGF-I 7 -i IGF1R 7-.

Insulinopodobne czynniki w zrostu mogą być także w aż­
nymi determ inantam i w zrostu i rozwoju płodu, co udo ­
wodniono m.in. u przeżuwaczy. Błona śluzowa jajowodu 
jest zdolna do syntezy IGF-I, który następnie wydzielany 
jest do światła jajowodu i tam bezpośrednio wiąże się z re­
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ceptorem IGF typu 1 embrionu. Stwierdzono także synte­
zę kilku kom ponentów układu IGF w macicy i łożysku. W 
macicy mRNA IGF-I zlokalizowany jest głównie w  zrębie 
otaczającym błonę śluzową macicy, który charakteryzuje 
się wysokim stężeniem receptora IGF typu 1. Poziom IGF-I 
syntetyzowanego lokalnie w  macicy spada podczas ciąży, 
dlatego też w okresie tym główną rolę pełni IGF-I uwalnia­
ny z wątroby. Natomiast w łożysku stwierdza się obecność 
mRNA IGF-II. Aktywność IGF-I i IGF-II w błonie śluzo­
wej macicy i łożysku regulowana jest przez IGFBP, które 
utrudniają przejście IGF przez barierę płodowo-łożyskową 
[67], W ewnątrzmaciczny wzrost płodu uw arunkow any jest 
czynnikami genetycznymi oraz środowiskowymi. Jest on 
ściśle uzależniony od poziomu insuliny oraz IGF-I we krwi 
płodu. Płód potrafi dostosować dynamikę swojego w zrostu 
do w arunków  środowiska zewnętrznego poprzez zmniej­
szenie wydzielania IGF-I w  okresach niedostatecznego po­
krycia potrzeb żywieniowych. Niedożywienie matki jest 
związane z obniżeniem zawartości mRNA niezbędnego w 
syntezie IGF-I w  wątrobie płodu [68].

W wyniku głodzenia u przeżuwaczy stwierdzono, że po­
ziom IGF-I w osoczu drastycznie spada, a po zadaniu paszy 
wraca do stanu wyjściowego. Podobnej zależności nie zauwa­
żono w przypadku IGF-II [69]. Udowodniono również, że brak 
cynku w pokarmie zwierząt, a także w diecie ludzi prowadzi 
do zaburzeń wzrostu i opóźnienia dojrzewania płciowego. Ma 
to związek z istotną funkcją cynku jako składnika przeszło 300 
metaloenzymów, jak również białek regulatorowych (m.in. 
czynników transkrypcyjnych) zawierających tzw. palce cyn­
kowe. Te ostatnie mają zdolność do wiązania się z DNA, a co 
za tym idzie, biorą udział w regulacji ekspresji genów. W ten 
oto sposób elementy osi somatotropowej, zwłaszcza IGF-I i IG- 
FBP, pośrednio reagują na brak cynku w pokarmie [68],

W ostatnich latach prowadzono wiele badań, których ce­
lem była odpow iedź na pytanie, czy horm on wzrostu dzia­
ła bezpośrednio, czy też pośrednio w  gruczole mlecznym 
krów. Badania nad poziomem syntezy receptora GH wyka­
zały, że mRNA dla GHR jest obecny w komórkach czynno­
ściowych gruczołu mlecznego jałówek [70] i krów w trakcie 
laktacji [71]. Wykryto [72] obecność mRNA bGHR w na­
błonku wydzielniczym i nabłonku przew odów  w yprow a­
dzających gruczołu mlecznego. W badaniach [73] poziomu 
ekspresji GHR, IGF-I, IGF-IR oraz genów kodujących białka 
wiążące IGF-I w  bydlęcym gruczole mlecznym w różnych 
stadiach mammogenezy, laktogenezy, laktopoezy i inwolu- 
cji, najwyższe stężenie mRNA IGF-I wykryto podczas póź­
nej ciąży, a znacząco niską ekspresję odnotowano podczas 
laktogenezy i laktopoezy. Większość mRNA IGF-I pocho­
dziła z adipocytów. Na stosunkowo wysokim poziomie 
wykryto mRNA IGFR typu I, przy czym najwyższy poziom 
odnotowano podczas późnej laktacji i przez cały czas trw a­
nia inwolucji. Natomiast niski poziom ekspresji tego genu 
odnotowano podczas mammogenezy. mRNA GHR obecne 
było podczas wszystkich badanych stadiów i nie wykazy­
wało znaczących zmian.

UKŁAD IMMUNOLOGICZNY

Coraz częściej opisuje się również udział osi somatotro­
powej w  kształtowaniu systemu immunologicznego. Hor­

mon w zrostu traktuje się jako dobry im m unom odulator. 
Egzogenny horm on w zrostu znacząco polepsza bowiem 
przeżywalność szczurów i myszy zainfekowanych Salmo­
nella typhimurium i Escherichia coli [74], O dnotow ano kil­
ka przypadków  u myszy i ludzi, w  których mutacja genu 
STAT5ar/ ', potencjalnego aktywatora transkrypcji genu 
IGF1, była przyczyną poważnych zaburzeń dotyczących 
przeważnie dróg oddechowych i biosyntezy cytokin [66]. 
Komórki systemu immunologicznego, takie jak tymocyty, 
limfocyty i neutrofile, wykazują zdolność do syntezy GH, 
zaś grasicę uważa się za jeden z organów docelowych dla 
somatotropiny [74], Co więcej, odnotow ano dość znaczną 
zawartość mRNA IGF-I w makrofagach, przy czym była 
ona regulowana przez cytokiny inne niż GH, a mianowicie: 
czynnik martwicy now otw oru a  (TNFa), prostaglandynę E, 
(PGE2) oraz czynniki stymulujące tworzenie kolonii (CFS) 
[75], Badając poziom mRNA receptora IGF typu  I w  różnych 
subpopulacjach jednojądrzastych komórek krwi obw odo­
wej człowieka (PMBC, ang. peripheral blood mononuclear cell) 
wykazano wysoki poziom w monocytach, w  komórkach 
NK, w limfocytach pomocniczych T CD4+, um iarkow any 
poziom w limfocytach supresorow ych/cytotoksycznych T 
CD8+ oraz stosunkowo niski w  limfocytach B [36,76]. O dno­
towano również dodatni wpływ IGF-I na cytotoksyczność 
komórek NK. IGF-I uw ażany jest za kofaktora IL-3 i IL-7 
w  procesie proliferacji i dojrzewania limfocytów B w szpi­
ku kostnym [75]. Wyniki badań in vitro przeprow adzone na 
myszach wykazały, że podawanie IGF-I znacząco zwiększa 
liczbę limfocytów B, a co za tym  idzie, niemal dw ukrotnie 
syntezę przeciwciał IgG [77].

PODSUMOWANIE

Insu linopodobny czynnik w zrostu  I u w ażany  jest za 
jeden z głów nych czynników  w pływ ających na w zrost i 
rozwój organizm u. Z aburzenia  jego funkcjonow ania czę­
sto przyczyniają się do pow staw ania  chorób now otw o ­
row ych oraz p row adzą  do anom alii rozw ojow ych. Ce­
lowe w ydaje się być kontynuow anie  badań  w k ierunku  
głębszego poznania  osi som atotropow ej, ze szczególnym  
uw zględnien iem  IGF-I. Nie ulega zatem  w ątpliw ości, że 
badania  nad  budow ą, funkcją oraz syntezą IGF-I oraz b ia ­
łek mających w pływ  na regulację jego aktyw ności, syn te ­
zy oraz krążenia w  organizm ie m ogą przynieść jeszcze 
w iele bardzo w ażnych i ciekaw ych odkryć o znaczeniu  
praktycznym .
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ABSTRACT
The present review is an attempt to brief summary of the current state of knowledge about insulin like growth factors (IGFs), formerly called so- 
matomedins. The authors describe the fundamentals of the IGF system, explain its basic mechanisms of action. The purpose of this review is to 
presentation latest findings regarding effect of IGFs on pre-, neo- and postnatal growth and development of organisms. However, a role of IGF-I 
seems to be more crucial than thought 50 years ago, when the original somatomedin hypothesis was first put forward. Since then, several major revi­
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of human, rodents and ruminants. The link between normal and abnormal cellular growth resulting in tumor formation is also highlighted.
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Szlak sygnałowy kwasu jasmonowego  
— nowe informacje

STRESZCZENIE

Znaczący postęp w  badaniach szlaku sygnałowego kwasu jasmonowego, jaki dokonał się 
na przełomie ostatnich kilku lat, przyniósł zaskakujące informacje na temat chemicz­

nej formy cząsteczki sygnałowej tego hormonu, którą okazał się jego koniugat z izoleucyną. 
Funkcję receptora kwasu jasmonowego przypisuje się coraz częściej białku COI1, wykazu­
jącemu strukturalne i funkcjonalne podobieństwo do receptora auksyn TIR1. Percepcja sy­
gnału ma miejsce na terenie jądra komórkowego i prowadzi do aktywacji ligazy ubikwityny  
E3 typu SCFcon, a w  konsekwencji do proteolitycznej degradacji represorów transkrypcji, 
białek JAZ. Obniżenie puli białek hamujących transkrypcję umożliwia aktywację czynni­
ków transkrypcyjnych (m. in. ERF1, WRKY70, MYC2) i ekspresję genów zaangażowanych 
w  reakcje obronne roślin (np. PDF1.2, VSP1, CHI-B). Dla funkcjonowania szlaku sygnało­
w ego tego fitohormonu ważne są również złożone mechanizmy regulacyjne oparte zarówno 
o dodatnie, jak i ujemne sprzężenia zwrotne, umożliwiające utrzymanie reakcji rośliny na 
odpowiednim  poziomie.

WPROWADZENIE

Kwas jasmonowy (JA) jest horm onem  roślinnym odgrywającym ważną rolę 
w procesach w zrostu i rozwoju roślin, jak np. wzrost korzenia i dojrzewanie 
owoców. Pośredniczy on również w powstawaniu reakcji rośliny zarówno na 
biotyczne (np. patogeny), jak i abiotyczne (np. stres oksydacyjny, zranienie) 
czynniki stresowe [1-6]. Aktywacja szlaku sygnałowego JA prow adzi do ekspre­
sji licznych genów zaangażowanych w reakcje obronne roślin, m. in. VSP1 (ang. 
vegetative storage protein), PDF1.2 (ang. plant defensin), Thi2.1 (ang. thionin), CHI-B 
(ang. chitinase B) [7,8]. Białkowe produkty tych genów indukują powstanie od­
powiedzi zarów no lokalnych, jak i systemowych, co ułatwia roślinom adaptację 
do niekorzystnych w arunków  środowiska [9],

Obecność jasmonianów wykazano u różnych grup systematycznych roślin 
wyższych. W organach roślinnych występują one w małych ilościach, jednakże 
ich poziom zmienia się w  zależności od typu, funkcji oraz fazy rozwoju tkanki. 
Bezpośrednim prekursorem  kwasu jasmonowego jest kwas 12-oksofitodienowy 
(OPDA), który powstaje w chloroplastach w wyniku oksydacji kwasu linoleno- 
wego (18:3) [10]. Ten etap biosyntezy JA jest katalizowany przez 3 enzymy: li- 
poksygenazę (LOX, ang. linoleate oxygen oxidoreductase), syntazę wodoronadtlen- 
kową (AOS, ang. aliene oxide synthase) oraz cyklazę wodoronadtłenkową (AOC, 
ang. aliene oxide cyclase) [11-13], OPDA jest następnie transportowany do perok- 
sysomów, gdzie przy udziale reduktazy OPDA (OPDR, ang. OPDA reductase) 
ulega redukcji, a następnie trójetapowej p-oksydacji do JA [14]. Kwas jasmono­
wy występuje u roślin w formie niezwiązanej, ale podobnie jak inne fitohormo- 
ny może tworzyć zarówno aktywne, jak i nieaktywne fizjologicznie połączenia z 
innymi związkami (aminokwasami, cukrami), czy też pochodne (JA-Me — ester 
metylowy kw asu jasmonowego). Zastosowanie technik badawczych z zakresu 
biochemii, genetyki i biologii molekularnej w dużym  stopniu umożliwiło po­
znanie szlaku przekazywania sygnału kwasu jasmonowego. Niniejsza praca jest 
podsum ow aniem  najnowszych osiągnięć w tej dziedzinie, jakich dokonano na 
przestrzeni ostatnich kilku lat, ze szczególnym uwzględnieniem roli niedawno 
scharakteryzowanych białek JAZ oraz białka COI1.

BIAŁKO COI1 I BIAŁKA JAZ JAKO KLUCZOWE ELEMENTY 
SZLAKU SYGNAŁOWEGO KWASU JASMONOWEGO

BIAŁKO COI1

Gen COll zidentyfikowano 10 lat temu, dzięki wyselekcjonowaniu niewraż­
liwego na koronatynę m utanta Arabidopsis thaliana coil (ang. coronatine-insensi- 
tivel) [15,16], Koronatyna jest fitotoksyną produkow aną przez Pseudomonas sy- 
ringae; wykazuje strukturalne podobieństwo do JA-Me oraz JA-Ile i wywołuje 
podobne efekty fizjologiczne [16-18], Dodatkowo, m utant coil charakteryzował

Kamil Frankowski 

Brygida Świeżawska 

Emilia Wilmowicz 

Jacek Kęsy 

Jan Kopcewicz

Zakład Fizjologii i Biologii Molekularnej Ro­
ślin, Insty tu t Biologii Ogólnej i M olekularnej, 
U niw ersytet Mikołaja Kopernika, Toruń

Z akład Fizjologii i Biologii M olekularnej 
Roślin, Instytut Biologii Ogólnej i M olekularnej, 
U niw ersytet Mikołaja Kopernika, ul. Gagarina 
9, 87-100 Toruń; e-mail: Kamil.Frankowski@ 
uni.torun.p l

A rtykuł otrzym ano 30 stycznia 2009 r.
A rtykuł zaakceptow ano 8 maja 2009 r.

Słowa kluczowe: horm ony roślinne, kwas ja­
sm onow y, przekazyw anie sygnału, białka JAZ

Wykaz skrótów: białka JAZ (ang. jasmonate 
ZIM-domain proteins) — białka z dom eną ZIM, 
będące białkam i ham ującym i ekspresję docelo­
w ych genów  kw asu jasmonowego; C O ll (ang. 
coronatine-insensitwel) — białko z dom eną F- 
box, będące składnikiem  kom pleksu ligazy 
E3 typu  SCF; ERF1 (ang. ethylene response fac- 
tort) — białko z rodziny EREBP (ang. ethylene 
response element binding protein) w iążące się 
do prom otorów  genów regulow anych przez 
etylen; JA (ang. jasmonic acid) — kwas jasm o­
now y; JA-Ile — koniugat kw asu jasmonowego 
z izoleucyną; JA-Me (ang. jasmonic acid methyl 
ester) — ester m etylowy kw asu jasmonowego; 
MYC2 — czynnik transkrypcyjny zawierający 
dom enę zam ka leucynowego, wiążący się z 
prom otoram i genów zależnych od kw asu ja­
sm onow ego

Podziękowania: Praca częściowo sfinanso­
w ana z grantu MSWiN złożonego pod nr 
N303321637

Postępy Biochemii 55 (3) 2009 337
http://rcin.org.pl



się zaham ow aną biosyntezą kwasu jasmonowego oraz bra­
kiem reakcji na ten hormon [1,15,16,19]. Ortologi genu COI1 
zidentyfikowano również u innych gatunków roślin, m.in. 
u pomidora, tytoniu, soi [1,20,21],

Gen COI1 koduje białko o masie cząsteczkowej 66 kDa 
zawierające na końcu N motyw F-box oraz domenę z po­
wtórzeniami bogatymi w reszty leucyny [15]. Białko COI1 
wykazuje strukturalne i funkcjonalne podobieństwo do 
receptora auksyn TIR1 (ang. transport inhibitor response!), 
zatem mechanizmy przekazywania sygnałów obu fito- 
horm onów  mogą być również podobne [22,23]. W szlaku 
przekazywania sygnału auksynowego białko TIR1 wspól­
nie z CUL1 (ang. cullinl), RBX1 (ang. ring box protein1) oraz 
S k p l /ASK1 (ang. S-phase kinase-associated proteinl/Arabidop- 
sis Skpl-like protein) tworzy ligazę ubikwityny E3 znaną jako 
kompleks SCFTIR1 [24-27], Jego funkcja polega na wyznako- 
w yw aniu białek AUX/IAA do degradacji zależnej od ubi­
kwityny w proteasomie 26S. Na podstawie licznych badań 
stwierdzono, że również białko COI1 funkcjonuje jako skład­
nik ligazy E3 typu SCF [15,23,28], Substratem ligazy ubikwi­
tyny SCFcon są niedawno zidentyfikowane białka JAZ (ang. 
jasmonate ZIM-domain), będące represorami transkrypcji ge­
nów aktywowanych przez JA [23,29]. Dodatkowo, w struk­
turze I-rzędowej białka COI1 występują charakterystyczne 
reszty hydrofobowych aminokwasów, które praw dopodob­
nie tworzą kieszeń wiążącą białka JAZ, a być może również 
horm on [30,31]. Obecność takiej kieszeni stwierdzono w 
przypadku receptora auksyn — TIR1 [25,27,30]. Mimo że, 
struktury przestrzenne COI1 i TIR1 wydają się być zbliżone, 
to jednak nie ma jednoznacznych dowodów, że COI1 jest re­
ceptorem kwasu jasmonowego. Nie w iadom o również czy 
do związania horm onu wym agana jest obecność kofaktora, 
jakim w przypadku TIR1 jest IP6 (sześciofosforan inozytolu) 
[27,30], Pomimo tego, białko COI1 wydaje się być doskona­
łym kandydatem  do miana receptora kwasu jasmonowego
[23,30,31],

BIAŁKA JAZ

Białka JAZ zostały odkryte w  2007 r. przez 3 niezależne 
grupy badawcze [23,29,32]. W chodzą one w  skład większej 
grupy białek zawierających w swej strukturze 28 amino- 
kwasową domenę ZIM (ang. zinc-finger inflorescence meri- 
stem), którą pierwotnie zidentyfikowano jako sekwencję 
wiążącą DNA typu palca cynkowego [33], Z uwagi na to, 
że wszystkie białka ZIM w obrębie swojej charakterystycz­
nej dom eny posiadają zachowywaną w ewolucji sekwencję 
TIF[F/Y]XG, a tylko niektóre z nich mają zdolność wiązania 
DNA, stąd zmieniono nazwę rodziny tych białek na TIFY 
[34,35]. Białka JAZ, poza domeną ZIM, posiadają również 
zbudow any z 26 reszt aminokwasowych m otyw Jas zloka­
lizowany w C-końcowej części peptydu (Ryc. 1) [29,31,32], 
Niemniej jednak, nie stwierdzono w ich budowie obecności 
domeny wiążącej DNA typu palca cynkowego.

U A. thaliana dotychczas zidentyfikowano 12 białek JAZ, 
których sekwencje mają długość od 131 do 352 reszt amino­
kwasów [23]. Wydaje się, że białka te funkcjonują na terenie 
jądra komórkowego, chociaż taką lokalizację potw ierdzo­
no jedynie w przypadku kilku z nich (JAZI, JAZ3, JAZ6 i 
JAZ10) [23,29,32], U tego gatunku stwierdzono również, że
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wszystkie białka JAZ, za wyjątkiem JAZ9 i JAZ10, są synte­
tyzowane parami (1 i 2, 3 i 4, itd.), co jest prawdopodobnie 
konsekwencją duplikacji genów kodujących poszczególne 
pary peptydów  [34], Praw dopodobnie białka JAZ uzupeł­
niają się wzajemnie, gdyż zarówno nadekspresja, jak i elimi­
nacja niektórych z genów je kodujących nie zmienia wrażli­
wości roślin na kwas jasmonowy.

W badaniach prowadzonych zarówno in vitro, jak i in vivo 
z zastosowaniem konstruktów JAZ-GUS oraz JAZ-GFP, jak 
również m utantów  i roślin transgenicznych wykazano, że 
pod wpływem  kwasu jasmonowego białka JAZ zostają w y­
znakowane przez ligazę ubikwityny E3 SCFcon do degra­
dacji w proteasomie 26S [1,23,29]. Dodatkowo stwierdzono, 
że obecność funkcjonalnej domeny Jas jest niezbędna dla 
oddziaływania białek JAZ i COI1, gdyż mutacje w  obrębie 
tego m otywu hamują proteolityczną degradację białek JAZ 
i prow adzą do ich nadmiernej akumulacji [23,29]. Co cie­
kawe, w  przypadku JAZ3 wykazano, że za oddziaływania 
z COI1 odpow iada koniec N, a nie koniec C, białka JAZ3
[29,31], Przez analogię, mechanizm ten przypuszczalnie do ­
tyczy także pozostałych białek należących do tej rodziny. 
Ten zaskakujący fakt może świadczyć o regulatorowej funk­
cji m otywu Jas w oddziaływaniach COI1-JAZ, gdyż mutacje 
w jego obrębie stabilizują białko JAZ [23,29,32]. Za taką rolą 
dom eny Jas przemawiają również badania, których wyniki 
wskazują, że w naturalnych w arunkach powstają dwa róż­
niące się długością transkrypty genu JAZ10 [29,32], Jeden z 
nich koduje białko nieposiadające 12 ostatnich reszt amino­
kwasów na swym końcu C, z których 7 stanowi integralną 
część motywu Jas. Nadekspresja tej formy JAZ10 skutkuje 
uzyskaniem roślin niewrażliwych na kwas jasmonowy. Z 
kolei wyciszenie genu JAZ10 prow adzi do podwyższenia 
wrażliwości na ten hormon. Wydaje się więc, że oddziały­
wania między białkami JAZ i COI1 są dużo bardziej skom­
plikowane i wymagają dalszych badań. Niemniej jednak, z 
uwagi na brak domeny wiążącej DNA zakłada się, że białka 
JAZ wpływają na ekspresję docelowych genów kwasu ja­
smonowego w sposób pośredni, tj. poprzez zahamowanie 
aktywności czynników transkrypcyjnych [29],

REGULACJA SZLAKU SYGNAŁOWEGO JA

Regulacja ekspresji genów zależnych od kwasu jasmo­
nowego następuje wskutek degradacji białkowych repre- 
sorów transkrypcji, białek JAZ. Proteoliza tych białek pro­
w adzi do aktywacji czynników transkrypcyjnych, jak np. 
ERF1, WRKY70, ORA47, ARA59, WRKY18 i MYC2, które 
bezpośrednio kontrolują aktywność swych genów doce­
lowych [36,37], Jak dotąd, najlepiej poznano i opisano od ­
działywania pomiędzy białkami JAZI, JAZ3, JAZ9 a MYC2 
[29], MYC2 jest czynnikiem trans kry pcyjnym zawierającym 
domenę zamka leucynowego, który w pływ a stymulująco 
na aktywność transkrypcyjną genów indukow anych przez 
zranienia, a hamuje ekspresję genów związanych z odpo ­
wiedziami obronnymi roślin [38,39], Przeciwną rolę w  re­
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gulacji tych procesów odgrywa białko ERF1, które stanowi 
zarazem istotny element integrujący szlaki sygnałowe ety­
lenu i kwasu jasmonowego [40,41]. W powstawaniu odpo­
wiedzi rośliny na czynniki stresowe istotną rolę odgrywają 
również powiązania szlaków sygnałowych kwasu jasmono­
wego i kwasu salicylowego (SA). Fizjologiczny efekt w yw o­
ływany przez te substancje uzależniony jest od ich stężenia 
[8,42-45]. W ykazano bowiem, że wzrost poziomu SA ham u­
je ekspresję genów indukowanych przez JA, a podwyższo­
ne stężenie JA hamuje aktywność transkrypcyjną genów za­
leżnych od SA. Natomiast, w przypadku niskiego poziomu 
obu substancji aktywnych ich działanie ma charakter syner- 
gistyczny (jak ma to miejsce w pow staw aniu odpowiedzi 
rośliny na stres oksydacyjny) [45,46],

W badaniach z zastosowaniem drożdżowego systemu 
dw uhybrydow ego wykazano, że C-końcowa domena bia­
łek JAZ oddziałuje z końcem N białka MYC2, co bezpośred­
nio blokuje jego działanie i indukuje powstanie reakcji fizjo­
logicznej (Ryc. 2A) [29], MYC2 po uwolnieniu z kompleksu 
JAZ-MYC2 wiąże się z dom eną G-box, zlokalizowaną w 
promotorach licznych genów odpowiedzi na JA, inicjując 
ich ekspresję (Ryc. 2B) [39,47-49]. Co ciekawe, motyw G-box 
występuje również w sekwencjach regulatorowych genów 
MYC2 i ERF1 [39,40]. Ponad to, MYC2 reguluje także eks­
presję niektórych genów JAZ, jak np. /AZ3 [29]. Wykaza­
no, że białko JAZ3 oddziałując z MYC2 hamuje aktywność 
transkrypcyjną genu JAZ3. Natomiast, pojawienie się czą­
steczki sygnalnej (JA) prow adzi do proteolitycznej degrada­
cji białka JAZ3 i aktywacji transkrypcji genu JAZ3. Taki me­
chanizm regulacyjny, działający na zasadzie pętli ujemnego 
sprzężenia zwrotnego, pozwala roślinom kontrolować pulę 
regulatorów szlaku sygnałowego JA i zapewnia im kontrolę 
nad reakcjami fizjologicznymi powstającymi wskutek dzia­
łania bodźca stresowego [23,29,50], Należy także zaznaczyć, 
że produkcja większości represorowych białek JAZ podnosi 
się znacząco w obecności JA, co może świadczyć o zaanga­
żowaniu innych (poza MYC2) czynników transkrypcyjnych 
lub o istnieniu innego mechanizmu regulacyjnego.

Utrzymanie reakcji rośliny na odpow iednim  poziomie 
umożliwiają również mechanizmy modulujące funkcjono­
wanie szlaku przekazywania sygnału kwasu jasmonowe­
go funkcjonujące w  oparciu o pętlę dodatniego sprzężenia 
zwrotnego. Zauważono, że JA zwiększa aktywność trans­
krypcyjną genów kodujących enzymy zaangażowane w 
proces jego biosyntezy [50], Mechanizm ten zapewnia u trzy­
manie właściwego poziom u hormonu, który jest istotny dla 
wywołania odpowiedniej reakcji fizjologicznej. W aktywacji 
niektórych z tych genów uczestniczy w spom niane już biał­
ko MYC2.

NATURA CZĄSTECZKI SYGNAŁOWEJ

N atura chemiczna cząsteczki sygnałowej promującej in­
terakcje dom niem anego receptora kwasu jasmonowego, 
białka COI1, z białkami represorowymi JAZ stanowiła istot­
ną kwestię w  badaniach mechanizmów odbioru i przekazy­
wania sygnału JA. Początkowo zakładano, że bioaktywną 
cząsteczką jest sam kwas jasmonowy lub jego ester m ety­
lowy [51]. Obecnie przyjmuje się, że aktywną biologicznie 
cząsteczką jest koniugat JA z izoleucyną (JA-Ile) [23,31,52].
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Rycina 2. Schemat szlaku sygnalizacyjnego kwasu jasmonowego u Arabidopsis 
thaliana. CUL1, RBX1, S k p l/  ASK1, COI1 — składniki ligazy ubikwityny E3 typu 
SCFcon. A. MYC2 wiąże się do motywu G-box w sekwencjach promotorowych 
genów regulowanych przez JA. Białka JAZ hamując aktywność czynnika trans- 
krypcyjnego MYC2 powodują represję genów aktywowanych przez JA. B. Po­
wstanie cząsteczki sygnalnej JA-Ile katalizowane jest przez enzym JAR1. JA-Ile 
promuje oddziaływania białek JAZ z SCFro", prowadząc do ich poliubikwitylacji 
(Ub) i degradacji w proteasomie 26S. Degradacja białek JAZ, będących represora- 
mi czynnika transkrycyjnego MYC2, prowadzi do odblokowania transkrypcji ge­
nów zależnych od JA. Szczegółowy opis w tekście (wg [58,59] zmodyfikowane).

Reakcja syntezy JA-Ile jest katalizowana przez enzym  JAR1 
(ang. jasmonate-resistantl) [53-55]. Mimo, że koniugaty są 
powszechnie uw ażane za formę magazynowania lub trans­
portowania horm onu, dzięki której roślina utrzymuje hor­
monalną homeostazę, to jednak JA-Ile pełni rolę aktywnej 
i specyficznej cząsteczki sygnałowej, promującej oddzia­
ływania białek COI1 i JAZ [23,29,31]. Co ciekawe, JA-Ile 
zwiększa oddziaływanie COI1-JAZ 50-krotnie silniej niż JA- 
Leu, podczas gdy JA, JA-Me, OPDA, JA-Phe czy też JA-Trp 
są związkami nieaktywnym i [23]. Dane te wzbudzają liczne 
kontrowersje, gdyż od dziesięcioleci w  badaniach nad rolą 
kwasu jasm onowego w regulacji w zrostu i rozwoju roślin 
do w ywołania odpowiedniej reakcji fizjologicznej w ykorzy­
stuje się niektóre z tych związków (np. JA, Me-JA, OPDA) 
[51,56-57]. Możliwe jest, że substancje te inicjują oddziały­
wania białka COI1 z innymi, dotąd niezidentyfikowanymi, 
substratami prow adząc do ich degradacji w  proteasomie 
26S, bądź też zostają metabolizowane w komórce do bioak­
tywnej formy, JA-Ile [23,53]. Szczegółowe wyjaśnienie roli 
tych związków w ym aga dalszych badań.

PODSUMOWANIE

Odkrycie now ych elementów szlaku przekazywania 
sygnału kw asu jasmonowego, a także ustalenie potencjal­
nego receptora tego horm onu oraz miejsca jego wiązania 
uzupełniają w iedzę na temat mechanizmu działania kwasu 
jasmonowego w  regulacji wielu procesów wzrostowo-roz- 
wojowych u roślin. Liczne powiązania szlaku sygnałowego 
kw asu jasm onowego ze szlakami sygnałowymi innych hor­
m onów sprawiają, że dokładne wyjaśnienie m echanizmów 
regulujących kaskadę przekazywania sygnału JA wymaga 
dalszych badań. Nie wiadom o na przykład, jak wiele ligan- 
dów  czy też pochodnych JA promuje oddziaływania COI1 
i białek JAZ. Ciekawe jest również, czy poza białkami JAZ 
istnieją jeszcze inne substraty dla ligazy ubikwityny SCFcon
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oraz z iloma czynnikami transkrypcyjnymi mogą oddziały­
wać białka z rodziny JAZ?
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Jasmonate signaling pathway — new insight
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ABSTRACT
Significant progress which was made during last few  years in research of jasmonic acid signaling pathway yielded surprising information 
about chemical form of a signaling molecule of the hormone, which turned out to be its conjugate with amino acid isoleucine. Function of jas­
monic acid receptor is more and more frequently attributed to COI1 protein which is structurally and functionally similar to the auxin receptor 
TIR1. Signal perception takes place in the nucleus and leads to the activation of SCFcon ubiquitine ligase and consequently to proteolysis of 
transcription repressors, the JAZ proteins. Reduced pool of these negative regulators enables to activate the transcription factors (i. e. ERF1, 
WRKY70, MYC2), as w ell as expression of genes involved in defense responses of plants (i. e. PDF1.2, VSP1, CHI-B). Jasmonic acid signal 
transduction pathway, is also subjected to complicated regulations, including both positive, and negative feedbacks, which enable plants 
react adequately to variable environmental conditions.
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STRESZCZENIE

Kw as deoksyrybonuk leinow y  (DNA), jedna  z najw ażniejszych i najbardzie j znanych  czą­
steczek biologicznych, obchodzi w  tym  roku 140 urodziny. H istoria  DNA to dośw iad ­

czenia z przełom ów  XIX, XX i XXI w ieku, rozpoczęte w yodrębn ien iem  nuk leiny , a zw ień ­
czone poznan iem  sekw encji genom u człow ieka. Za przełom ow e w ydarzenie, n ie  ty lko  dla 
poznan ia  DNA, ale i całej b iologii, uznaje  się zaproponow anie  przez  Jam esa W atsona i Fran­
cisa C ricka w  1953 roku m odelu  s tru k tu ry  p rzestrzennej DNA. Jednakże u  podstaw  tego osią­
gnięcia leżą w czesne dośw iadczenia  Friedricha M ieschera, k tóry w  1869 roku  po raz p ierw ­
szy w yizo low ał DNA. O d tam tego czasu zgrom adzono ogrom ną ilość inform acji o funkcjach 
i stru k tu rze  DNA, k tóre dały  fu n d am en t w spółczesnej bio logii m olekularnej, b io log ii che­
m icznej i b io technologii. A rtykuł ten  przybliża  w ydarzen ia  i okoliczności najw ażniejszych  
odkryć zw iązanych z DNA, począw szy od jego p ierw szej izolacji, aż do ukończen ia  p ro jek tu  
p oznan ia  genom u człow ieka i zastosow ania m etod głębokiego sekw encjonow ania.

WPROWADZENIE

Jedną z największych tajemnic życia, która nurtow ała ludzkość od zarania, 
jest w zrost i rozwój organizm ów oraz przekazywanie cech z pokolenia na poko­
lenia. Starożytni filozofowie sądzili, że dziedziczenie następuje pod w pływ em  
boskiego lub naturalnego pierwiastka, wynikiem czego jest dostosowanie do 
harm onii natury  (Arystoteles, 384-322 p.n.e.). Inni nie dostrzegali żadnego celu 
ani porządku w rzeczywistości i twierdzili, że żyjące organizmy rosną i zmie­
niają się w edług praw  deterministycznych [1], Im pulsem  dla refleksji i poszuki­
w aniem  naukowej odpowiedzi na pytania dotyczące mechanizmów zmienności 
organizm ów i dziedziczenia było opublikowanie 150 lat tem u przez Charlesa 
Darwina dzieła „O powstawaniu gatunków", będącego fundam entem  teorii ewo­
lucji, dla której podstaw ą są właśnie dziedziczność i zmienność cech [2].

Za ojca genetyki uznaje się Gregora Mendla, augustiańskiego zakonnika i na­
ukowca, który w latach 60-tych XIX wieku przeprow adził doświadczenia nad 
dziedziczeniem cech u grochu zwyczajnego (Pisum sativum). Wyniki tych badań 
doprow adziły do określenia podstawowych praw  genetyki nazwanych później 
„praw am i Mendla" [3]. Zrozumienie prawidłowości zaobserwowanych przez 
M endla wymagało w prow adzenia pojęcia nowych jednostek dziedziczenia dla 
których w 1909 roku zaproponow ano termin „gen". Zapom niane przez wiele lat 
p raw a M endla zostały ponownie odkryte niezależnie w  1990 roku przez Carla 
Corrensa [4], H ugo de Vriesa [5] i Ericha von Tschermaka [6]. Te przełom owe 
koncepcje stanowiły podstaw ę rozwoju współczesnej genetyki (Ryc. 1, Ryc. 2, 
Tabela 1). Kluczowe znaczenie dla zrozumienia funkcjonowania kom órek miał 
też rozwój mikroskopii, który pozwolił na odkrycie w  1866 roku jądra kom órko­
wego i zrozumienie jego roli w  procesach dziedziczenia [8].

PIERWSZA IZOLACJA DNA

Friedrich Miescher urodził się w  1844 roku w Szwajcarii [9], Jego ojciec, Jo­
hann Friedrich Miescher i wuj, Wilhelm His, byli znanym i lekarzami i profesora­
mi anatomii i fizjologii na Uniwersytecie w  Bazylei [10], Miescher studiow ał m e­
dycynę w Bazylei, ale nie był szczególnie zainteresowany jej praktykowaniem  
ze w zględu na problemy ze słuchem, które utrudniały badanie pacjentów [9], 
Koncentrował się głównie na „teoretycznych podstaw ach życia" i karierze na ­
ukowej. Po ukończeniu Uniwersytetu przeniósł się do Tübingen w  Niemczech, 
gdzie studiow ał chemię w  laboratorium Adolpha Streckera, a następnie histo- 
chemię pod kierunkiem Felixa Hoppe-Seylera [10].

Miescher interesował się limfocytami, które chciał wykorzystać jako swój 
model badawczy. Problemy z ich pozyskaniem spowodowały, że zaintereso­
wał się leukocytami, które łatwo można było wówczas uzyskać z ropy zebranej
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Społeczeństwo

Zdrowie

Biologia

GENOM

2000

■ 2007 metody szybkiego sekwencjonowania DNA

■ 2001 pełna sekwencja genomu człowieka

■ 1998 sekwencja genomu C. elegans

■ 1996 sekwencja genomu drożdży S. cerevisiae

■ 1995 sekwencja genomu H. influenzae

1 9 9 0    1990 zainicjowanie programu poznania genomu
człowieka

Rycina 1. Rozwój badań DNA i ich wpływ na społeczeństwo [7].

ze świeżych bandaży pochodzących z kliniki w Tübingen. 
Początkowo Miescher interesował się białkami, które uzna­
wane były za najważniejsze składniki komórki. Ostatecznie 
z jąder komórkowych wyodrębnił substancję, która ulegała 
wytrąceniu w  środowisku kwaśnym, nie rozpuszczała się 
w wodzie i w  roztworze chlorku sodu, ale rozpuszczała się 
w wodorotlenku sodu i wodorofosforanie sodu [11]. W tym 
celu opracował własną metodę izolacji jąder komórkowych 
(Ryc. 3), pozwalającą uzyskać w dużych ilościach nieznaną 
substancję, którą nazwał „nukleiną". Zmodyfikowana pro­
cedura izolacji nukleiny z wykorzystaniem kwaśnego eks­
traktu z żołądka świni (pepsyny) potwierdziła, że nukleina 
nie jest białkiem. Zawierała około 14% azotu i 3% fosforu. 
Plemniki łososia zawierały nawet 9% fosforu. Czysta nukle­
ina łososia uzyskana przez Mieschera zawierała 22,5% P2Os. 
Za pomocą nowoczesnych technik można uzyskać wynik 
22,9%. Miescher przyjął założenie, że cały fosfor wchodzący 
w skład nukleiny występuje w postaci kwasu fosforowego. 
Zasugerował, że nukleina może być kwasem, występują­
cym także w innych tkankach [10].

Publikacja o izolacji nukleiny przygotowana była już w 
1869 roku, ale ukazała się dopiero w 1871 roku ze względu 
na sceptyczny stosunek Hoppe-Seylera, który sam chciał 
powtórzyć eksperymenty. W swojej publikacji, Miescher 
napisał: „Wierzę, że uzyskane wyniki, mimo że fragmenta­
ryczne, są na tyle znaczące, że zachęcą innych, w  szczegól­
ności chemików, do głębszego zbadania tych kwestii. Wie­
dza o relacji pomiędzy substancjami jądrowymi, białkami

1 9 8 0 — ____

1 9 6 0

■ 1983 reakcja PCR (Mullis)

1982 utworzenie GenBank NIH

1979 odkrycie Z-DNA (Rich)

1977 sekwencjonowanie DNA (Sanger, Maxam, Gilbert)
1977 strategia antysensowa (Zamecnik)

1972 pierwszy fragment rekombinowanego DNA(Boyer, Cohen)

1968 enzymy restrykcyjne (Arber, Smith, Natans)

1967 strategia antysensowa

1966 kod genetyczny (Nierenberg, Khorana, Holley, Matthaei)

1gg1 odkrycie mRNA (Jacob, Monod)
kod genetyczny (Nierenberg, Matthaei)

1958 semikonserwatywna replikacja DNA(Messelson, Stahl)

1956 odkrycie polimerazy DNA (Kornberg)

1953 model struktury DNA (Watson, Crick)

1949-50 określenie Ilości zasad azotowych w DNA 
"reguła Chargaffa" (Chargaff)

■ 1944 DNA jako czynnik transformujący (Avery, MacLeod, McCarthy)

■ 1941 koncepcja jeden gen-jeden enzym (Beadle, Tatum)

1929 identyfikacja deoksyrybozy, RNAi DNA(Levene) 

1928 transformacja bakterii (Griffith)

1927 interferencja RNA

1925 odkrycie 5-metylocytozyny (Johnson, Coghill)

1913 model atomu wodoru (Bohr)

1909 "gen" jako jednostka dziedziczenia (Johannsen)

1905 teoria względności (Einstein)

1902 jednostki dziedziczenia na chromosomach (Boveri, Sutton)

1 9 0 0

1 8 9 0 —

1 8 8 0 -

1 8 7 0 -

  1889 nazwa "nukleina" zastąpiona przez "kwas nukleinowy" (Altman)

1881 obecności nukleiny w chromosomach (Zacharias)

1879 identyfikacja zasad purynowych i pirymidynowych (Kossel)

1869 odkrycie DNA ("nukleiny") (Miescher)

1869 układ okresowy pierwiastków (Mendelejew)

Rycina 2. Krótka historia DNA.
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Tabela 1. Kamienie m ilowe w  historii b adań  nad  DNA.

I Data N aukow cy Odkrycie

1859 Ch. Darwin Selekcja naturalna  i ewolucja

1865 G. Mendel Cechy dziedziczone są w edług  określonych zasad ("praw  M endla")

1866 E. Haeckel Jądro kom órkowe posiada czynniki odpow iedzialne 
za przekazyw anie cech dziedzicznych

1869 F. M iescher Pierw sza izolacja DNA

1871 F. Miescher, F. Hoppe-Seyler, P. Plosz Pierwsza publikacja opisująca DNA („nukleinę")

1879 A. Kossel Identyfikacja puryn  i p irym idyn

1881 E. Zacharias "N ukleina" jest obecna w  w ydłużonych strukturach (nazw anych później 
chromosomam i) w  jądrze kom órkow ym  roślin w  trakcie podziału

1882 W. Flemm ing Chrom osom y i ich zm ienne zachowanie podczas podziału kom órkowego

1884-5 O. Hertw ig, A. von Kolliker, 
E. Strasburger, A. W eism ann

Jądro kom órkowe zaw iera podstaw ow y m ateriał dziedziczności

1889 R. Altm an "N ukleina" zm ienia nazw ę na "kw as nukleinow y"

1900 C. Correns, H. de Vries, E. von Tscherm ak Ponow ne odkrycie "praw  M endla"

1902 T. Boveri, W. Sutton Jednostki dziedziczności są zlokalizowane na chrom osom ach

1902-9 A. G arrod Dziedziczne choroby m etaboliczne są w ynikiem  defektów 
genetycznych powodujących u tratę enzym u

1909 P. Levene 
W. Johannsen

Odkrycie rybozy
"Gen" -  jednostka dziedziczenia

1910 T.H. M organ Drosophila m odelem  do badania dziedziczenia

1913 A. Sturtevant, T.H. M organ Pierw sza m apa sprzężenia genetycznego (dla Drosophila)

1928 F. Griffith "C zynnik transform ujący" um ożliw ia przeniesienie właściwości jednej bakterii do drugie

1929 P. Levene Identyfikacja deoksyrybozy i nukleotydów ; rozróżnienie RNA i DNA

1939 C. W addington Epigenetyka

1941 G. Beadle, E. Tatum Koncepcja "Jeden gen -  jeden enzym "

1944 O.T. Avery, C. MacLeod, M. M cCarty DNA jako m ateriał genetyczny i „czynnik transform ujący" Griffith 'a

1949 C. Vendrely, R. Vendrely, A. Boivin Jądro kom órkowe zaw iera połow ę ilości DNA w  porów naniu  do kom órek somatycznych

1949-50 E. Chargaff Skład zasad azotowych w  DNA i "reguła C hargaffa"

1952 A. Hershey, M. Chase Podczas infekcji w irusowej, DNA zostaje w prow adzony  do bakterii, a białka w irusa  
zostają na zew nątrz. DNA znajdow any jest w  potom nych cząstkach w irusow ych.

1953 R. Franklin, M. Wilkins 
J. W atson, F. Crick

Analiza rentgenow ska kryształu DNA, DNA m a regularną 
powtarzającą się strukturę; m olekularna struk tura  DNA

1956 A. Kornberg DNA polim eraza

1957 F. Crick C entralny dogm at biologii molekularnej

1958 M. Meselson, F. Stahl Sem ikonserw atyw na replikacja DNA

1961-6 R.W. Holley, H.G. Khorana, 
H. Matthaei, M.W. N irenberg

Kod genetyczny

1967 N. Grineva Z aproponow anie strategii antysensu

1968-70 W. Arber, H. Smith, D. N athans Pierwsze w ykorzystanie enzym ów  restrykcyjnych do 
hydrolizy DNA w  specyficznych miejscach

1972 G. Khorana 
P. Berg

Synteza pierw szego genu in vitro 
Pierwszy rekom binow any fragm ent DNA

1973 S. Cohen, H. Boyer Konstrukcja funkcjonalnego p lazm idu in vitro (inżynieria genetyczna)

1977 F. Sanger, A. Maxam, W. Gilbert, 
E.L. Kuff

Sekwencjonowanie DNA 
Strategia antysensu

1979 A. W ang Struktura Z-DNA

1983 K. Mullis Reakcja łańcuchowa polim erazy

1990 The International H um an Genom e 
Sequencing C onsortium

Początek projektu poznania genom u człowieka

1995 C. Venter Sekwencja nukleotydow a wolnożyjącego organizm u (Haemophilus influenzae)

1996 A. Goffeau Sekwencja nukleotydow a pierw szego eukarionta (S. cerevisiae)

1998 The C. elegans Sequencing C onsortium Sekwencja nukleotydow a pierw szego organizm u wielokom órkow ego (C. elegans)

1999 K.P. O'Brien Sekwencja nukleotydow a chrom osom u ludzkiego 22

2000 Arabidopsis Genom e Initiative Sekwencja nukleotydow a genom u Drosophila i Arabidopsis

2001 Celera, NIH (C. Venter, F. Collins) Sekwencja nukleotydow a genom u człowieka

2002 M ouse Genom e Sequencing C onsortium Sekwencja nukleotydow a genom u m yszy

2005 Am erican Association for Cancer Research W arsztaty na tem at epigenom u człowieka

2007 J. Rothberg, K. McKernan, J. W est M etody głębokiego sekwencjonowania
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Procedura izolacji nukleiny opracowana przez Mieschera

Przygotowanie komórek Izolacja nukleiny

Bandaże szpitalne

ł  ł
Zakażone Niezainfekowane

ł
Przemycie
(różne roztw ory soli, 
roztw ór 9:1 woda:s iarczan sodu 
je s t odpow iedn i)

Sedymentacja
(Kilka dni)

Komórki traktowane 1/1000 
rozcieńczonym kwasem hydrochlorowym
(W iele tygodni, warunki ch łodn icze)

Wytrząsanie osadu 
eterem i wodą

Czyste jądra komórkowe 
na dnie naczynia

t
Ekstrakcja węglanem sodu

2-3-krotne przemycie 
komórek

Filtracja
Analiza mikroskopowa

t
Izolacja nukleiny

Substancja o dziwnych właściwościach
- w ytrąca się w  środow isku kw aśnym
- n ierozpuszcza lna w  wodzie  i ch lorku sodu
- rozpuszcza lna w w o doro tlenku sodu 

i fosforan ie  d isodowym
- nie koagu lu je podczas gotow ania
- różni się od znanych b ia łek
- charakterystyczny sk ładn ik  jąd ra  kom órkow ego
- reakcja ksantopro te inow a

Nowe białko?

Zmodyfikowana procedura izolacji
(usun ięc ie  lip idów  c iepłym  alkoholem ,
traw ien ie  kwaśnym  ekstraktem  żo łądka  św in i-pepsyną)

Nukleina

Rycina 3. Procedura izolacji nukleiny opracowana przez Mieschera, Można wyróżnić dwa etapy: przygotowanie komó­
rek oraz izolację nukleiny poprzedzoną uzyskaniem jąder komórkowych. Ze względu na brak odpowiedniego sprzętu, 
procedura wymagała wiele pracy i czasu.

i najbliższymi produktam i przemian, stopniowo pomoże 
zdjąć zasłonę przysłaniającą wewnętrzny proces w zrostu 
komórki" [11], Dzisiaj wiadomo, że były to prorocze słowa, 
ale w  czasach Mieschera nikt nie potrafił uchwycić znacze­
nia tego odkrycia.

DNA MATERIAŁEM GENETYCZNYM

Wiele naukowych odkryć dokonano spontanicznie, tak 
jak w przypadku Fredericka Griffitha i transformacji gene­
tycznej. Był on brytyjskim lekarzem wojskowym, który po­
szukiwał szczepionki na zapalenie płuc w okresie pandemii 
grypy Hiszpanki, która zabiła blisko 50 milionów ludzi pod 
koniec I Wojny Światowej [12]. Pracował z dw om a szcze­
pami Streptococcus pneumonicie: niewirulentnym  szczepem 
R (ang. rough), nie posiadającym otoczki polisacharydowej 
oraz chorobotwórczym szczepem S (ang. smooth), który ją 
posiadał [13]. W prowadzenie do myszy szczepu S pow o­
dowało zapalenie płuc i śmierć w  ciągu kilku dni, podczas

gdy myszy infekowane szcze­
pem  R pozostawały zdrowe. 
W iadomo było, że wysoka tem ­
peratura powoduje inaktywa- 
cję bakterii. Jednakże podanie 
mieszaniny inaktywowanego 
szczepu S i normalnego szcze­
pu R także powodowało śmierć 
myszy. Griffith stwierdził, że 
tylko bakterie szczepu S były 
chorobotwórcze i postulował 
istnienie „czynnika transfor­
mującego" (ang. transforming 
principle) o nieznanej naturze 
pochodzącego z inaktywowa- 
nych bakterii S, dzięki któremu 
niewirulentne bakterie szcze­
pu R nabierały właściwości 
chorobotwórczych. Ponieważ 
ekstrakt inaktywowanych ter­
micznie bakterii szczepu S za­
wierał niemal czysty DNA, a 
jego zdolność do transformacji 
zanikała po traktowaniu DNa- 
zą, Oswald Avery wykazał, że 
„czynnikiem transformującym" 
Griffitha był DNA [14]. Dla 
większości biochemików trud ­
nym  do zaakceptowania był 
pogląd, że cząsteczka o tak pro­
stej strukturze jak DNA może 
stanowić materiał genetyczny. 
Powszechny był bowiem po­
gląd, że geny zbudow ane są z 
białek [15]. Przełomowe zna­
czenie odkryć Griffitha i Avery- 
'ego potwierdza fakt, że zjawi­
sko transformacji przy pomocy 
dostarczonego z zewnątrz m a­
teriału genetycznego stanowi 
podstawę współczesnej biologii 
molekularnej, inżynierii gene­
tycznej i biotechnologii.

Kluczową rolę dla rozwoju biologii molekularnej odegra­
ły badania nad bakteriofagami i wirusami. W 1922 roku H er­
m ann Muller jako pierwszy porównał bakteriofag do genu, 
a rok później fitofizjolodzy Benjamin Duggar i Joanne Kar- 
rer Arm strong dostrzegli podobieństwo pomiędzy genem 
a w irusem  mozaiki tytoniu (TMV, ang. tobacco mosaic virus) 
[16]. W 1952 roku potwierdzono, że DNA stanowi materiał 
genetyczny fagów [17]. Wykazano, że po przyłączeniu się 
cząstki faga T2 do komórki bakteryjnej, większość fagowe- 
go DNA zostaje w prow adzona do komórki, pozostawiając 
białkowy płaszcz na zewnątrz. Doświadczenia te potw ier­
dziły, że w irusow y DNA może być czynnikiem transform u­
jącym zarówno komórki bakteryjne jak i eukariotyczne.

STARY DOBRY GEN

Na początku XX wieku Archibald Garrod zauważył, że 
niektóre defekty metaboliczne wynikają z zablokowania
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określonych etapów szlaków biochemicznych [18]. Obser­
wacje te pozostały niedocenione do czasu izolacji mutantów 
Neurospora przez George Beadle i Edwarda Tatuma [19]. Re­
zultatem ich pracy była koncepcja „jeden gen — jeden en­
zym", ostatecznie potwierdzona w  latach 50-tych XX wieku 
[20]. W 1906 roku William Bateson podczas konferencji po­
święconej „hybrydyzacji i udoskonalaniu roślin" zapropono­
wał, żeby dział biologii, zajmujący się studiowaniem dziedzi­
czenia i zmienności nazywać genetyką [1], Trzy lata później 
botanik Wilhelm Johanssen dla ujednolicenia terminologii 
genetycznej, wystąpił z koncepcją „fenotypu" i „genotypu" 
oraz po raz pierwszy użył terminu „gen" w odniesieniu do 
Mendlowskich czynników dziedziczenia. Zastąpił również 
określenie Batesona „alleomorf", słowem „allel" w  odniesie­
niu do różnych alternatywnych form genu. Terminy te po raz 
pierwszy użyto podczas Międzynarodowego Kongresu Ge­
netycznego w Berlinie, we wrześniu 1927 roku [1].

Jednym z przełomowych odkryć w historii DNA było 
stwierdzenie przez Waltera Suttona, Theodora Boveri i Tho­
masa H unta  Morgana, że geny są w fizycznie istniejącymi 
jednostkami ułożonymi liniowo w ściśle określonych miej­
scach na chromosomach [21]. Następnie M organ określił 
gen jako jednostkę dziedziczenia niepodzielną w procesie 
rekombinacji, zlokalizowaną w loci pary chromosomów ho­
mologicznych, która może ulegać mutacji i przynależy do 
jednostki sprzężenia [22]. Te pierwsze wyobrażenia o natu ­
rze genów uzyskane w  początkowym okresie rozwoju ge­
netyki zostały doprecyzowane obecnie w wyniku rozwoju 
technik biologii molekularnej. Odkrycie procesów składania 
genów (ang. splicing), alternatywnego składania oraz innych 
elementów struktury i funkcji genu pokazało niespójność 
dotychczasowej definicji genu. W 2004 roku konsorcjum 
badawcze ENCODE (ang. Encyclopedia of DNA elements) 
założone w 2003 roku przez N arodow y Instytut Badań Ge­
nomu (NHGRI, ang. National Genome Research Institute) w 
USA opublikowało swoje plany stworzenia listy wszystkich 
elementów funkcjonalnych sekwencji DNA człowieka, w 
tym genów kodujących i nie kodujących białek, elementów 
regulatorowych oraz sekwencji odpowiedzialnych za struk­
turę i dynam ikę chromosomów [23], Inicjatywa ENCODE 
wydaje się być kontynuacją ukończonego w  kwietniu 2003 
roku Projektu Poznania Genomu Człowieka i obejmuje za­
gadnienia genomiki funkcjonalnej. Zaproponow ano nową 
definicję genu jako związku sekwencji genomowych kodu­
jących spójny zestaw potencjalnie nakładających się funk­
cjonalnych produktów  [24].

DN A IR N A

W ystępowanie dwóch rodzajów kwasów nukleinowych 
(nazwę zaproponow ał R. Altman w  1889 roku) zasugero­
wało odkrycie przez Phoebusa Levene rybozy w 1909 r. 
i deoksyrybozy w 1929 r. [25], Na początku lat 30-tych 
stwierdzono, że RNA i DNA wykazują różne właściwości 
w  środowisku zasadowym  i faktycznie stanowią odrębne 
klasy cząsteczek [26], Odkrycie genetycznych funkcji RNA 
wirusa mozaiki tytoniu (TMV) przypisuje się Amerykani­
nowi Heinzowi Fraenkel-Conratowi oraz Niemcom Alfre­
dowi Giere oraz Gerhardowi Schramm, którzy niezależnie 
doszli do tych samych wniosków w 1956 roku [27]. Jednak­
że już w 1948 roku Roy Markham, Kenneth Smith i Richard
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M atthews oczyścili i scharakteryzowali wirus żółtej mozaiki 
rzepy (ang. turnip yellow mosaic virus, TYMV) i po raz pierw­
szy pokazali, że RNA decyduje o infekcyjności i zdolności 
do powielania się w irusa [27].

W latach 50-tych XX wieku pokazano, że RNA charakte­
ryzuje się znacznie bardziej złożoną strukturą niż DNA [28], 
W 1956 roku uzyskano obraz dyfrakcyjny podwójnej heli­
sy RNA dla zhybrydyzowanych nici poli(A) i poli(U) [29]. 
Zaproponowano, że RNA bierze udział w  przenoszeniu 
informacji genetycznej z DNA do cytoplazmy i sterowaniu 
syntezą białek. W 1960 roku doświadczalnie potwierdzono 
możliwość bezpośrednich oddziaływ ań RNA i DNA [30] 
oraz reasocjacji rozdzielonych w  w yniku tremicznej dena- 
turacji kom plem entarnych nici DNA [31]. Dwadzieścia lat 
później określono strukturę hybrydy RNA-DNA [32]. O d­
krycia te stały się podstaw ą wielu nowoczesnych technik 
eksperymentalnych biologii molekularnej. W 1967 r. ziden­
tyfikowano oddziaływania kom plem entarnych sekwencji 
DNA i RNA (tzw. strategia antysensowa) [33], której funk­
cjonalność wykazano in vitro 10 lat później z wykorzysta­
niem syntetycznych oligonukleotydów [34], W 1960 roku 
Samuel Weiss wykazał, że RNA jest syntetyzowany na 
matrycy DNA przez polimerazę RNA wykorzystując tri- 
fosforany rybonukleozydów; udowodnił, że DNA i RNA są 
kom plem entarne [1]. Rok później Francois Jacob i Jacques 
M onod scharakteryzowali informacyjny RNA (mRNA, ang. 
messenger RNA) [1], Pierwszym kwasem  nukleinowym, dla 
którego poznano sekwencję nukleotydow ą był transferowy 
RNA specyficzny dla alaniny [35].

CHARGAFF I SKŁAD ZASAD DNA

Wczesne badania wykazały, że kwasy nukleinowe zawie­
rają dwie zasady purynow e i dwie pirym idynowe w przy­
bliżeniu w rów nom olarnych proporcjach [36]. Przez wiele 
lat uważano, że kwasy nukleinowe są stosunkowo małymi 
cząsteczkami składającymi się z jednego powtórzenia każ­
dego nukleotydu, tworząc tetranukleotyd [26]. Hipoteza 
tetranukleotydu sformułowana w 1931 roku stała się im­
pulsem dla podjęcia systematycznych badań nad składem 
zasad w DNA przez Erwina Chargaffa [37], Duży w pływ  
na jego badania miała praca Raphaela Consdena dotyczą­
ca wykorzystania metod chromatograficznych do analizy 
białek i rozdziału aminokwasów [38], Techniki te m ożna 
było wykorzystać również do analizy puryn i pirym idyn w 
kwasach nukleinowych [39,40], Prace Chargaffa dotyczące 
składu zasad w DNA z różnych organizmów, oraz różnych 
tkanek tego samego gatunku nie potwierdziły założeń h ipo ­
tezy tetranukleotydowej [26]. W swojej autobiografii „He- 
raklitowy ogień" Chargaff podsum ow ał swoje osiągnięcia 
następująco: „Regularności składu DNA, które niektórzy 
przyjaciele określili jako „zasady Chargaffa" są następujące: 
(a) suma puryn (adeniny i guaniny) rów na się sumie p iry­
m idyn (cytozyny i tyminy), (b) stosunek molarny adeniny 
do tyminy równa się 1, (c) stosunek molarny guaniny do 
cytozyny rów na się 1, (d) liczba grup 6-aminowych (adeni­
na i cytozyna) jest równa ilości grup 6-ketonowych (guanina 
i tymina)" [43], A rthur Mirsky w 1943 roku zauważ)7!, że 
liczba puryn  wydaje się być zawsze rów na liczbie pirym i­
dyn (czyli A+G = C+T lub (A+G)/(C+T) = 1) [41], Obser­
wacje te zostały początkowo zignorowane przez Chargaffa,

www.postepybiochem ii.pl

http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


który określił je jako „bez znaczenia" czy „przypadkowe 
[42], Niestety Chargaff nie przewidział komplementarności 
zasad, kluczowej cechy DNA, która stała się podstawą za­
proponow anego przez Watsona i Cricka modelu podwójnej 
helisy. To niepowodzenie pozostawiło go rozgoryczonym 
do końca życia [26],

STRUKTURA DNA I CENTRALNY DOGMAT 
BIOLOGII MOLEKULARNEJ

Zastosowanie dyfrakcji promieni X do badań DNA wy­
kazało, że ma on uporządkow aną i powtarzalną strukturę. 
Fakt ten zachęcał do budow ania modeli jego struktury [44], 
W 1949 roku Sven Furberg rozwiązał strukturę krystaliczną 
deoksycytydyny [45]. Pięcioczłonowy pierścień cukrowy 
występuje w  dwóch formach: C3'-endo (występujące w A- 
DNA) i C2'-endo (występujące w B-DNA) [44], W struktu­
rze określonej przez Furberga, deoksyryboza miała konfor­
mację C3'-endo, dlatego początkowo zaproponow ano mo­
del A-DNA.

Z ain teresow anie Jamesa W atsona cząsteczką DNA 
ukszta łtow ały  się pod  w pływ em  tzw. „grupy  fagowej" 
zorganizow anej przez Maxa Delbrtick i Salvadora Luria. 
W brew  pow szechnie  obowiązującej w ów czas opinii uw a ­
żali oni, że DNA może stanowić m ateriał genetyczny. Po 
w ysłuchan iu  w ykładu  M aurice 'a  W ilkinsa na konferencji 
w  N eapo lu  w 1951 roku, W atson zdecydow ał podjąć p ra ­
cę w  labora to rium  Maxa Perutza w Cam bridge, w  którym  
stosow ano techniki dyfraktom etryczne do badań  s tru k tu ­
ry. Pracujący w King's College w Londynie, M aurice Wil- 
kins, badając DNA w świetle spo laryzow anym  zauw ażył, 
że jego w łókna zbudow ane są z długich, rów nolegle u ło ­
żonych cząsteczek. W ilkins we w spółpracy z Raym ondem  
Goslingiem  uzyskał w 1950 roku pierw szy czysty obraz 
rozpraszan ia  prom ieni X na kryształach DNA (wynik ten 
p rezen tow any  był na w spom nianej konferencji w  N e­
apolu). W styczniu 1951 roku do tego zespołu dołączyła 
Rosalind Franklin  [46], Miała ona dośw iadczenie w p ra ­
cy z technikam i dyfraktom etrycznym i i um iała kontro ­
lować w ilgotność w kom orze dyfrakcyjnej (uw odnienie 
w łókien DNA), za pom ocą nasyconych roztw orów  soli. 
D oprow adziło  to do uzyskania obrazów  dyfrakcyjnych 
dw óch rodzajów  DNA, nazw anych później form am i A 
i B. W listopadzie  1951 roku Franklin na sem inarium  w 
K ing's College (w którym  uczestniczył rów nież Watson) 
na podstaw ie  obrazów  dyfrakcyjnych w skazała na m ożli­
wość s tru k tu ry  helikalnej DNA zbudow anej z dw óch lub 
trzech nici z resztam i fosforanow ym i na zew nątrz  [46]. 
Na podstaw ie  tych informacji W atson i Crick zbudow ali 
swój p ierw szy  b łędny m odel struk tu ry  DNA złożony z 
trzech zw iniętych helikalnie nici, z resztam i fosforano­
w ym i ułożonym i w ew nątrz  struk tu ry  i zasadam i azoto­
w ym i na  zew nątrz.

W styczniu 1953 roku Franklin zauważyła, że forma A- 
DNA może zawierać dwa, biegnące w przeciwnych kieun- 
kach łańcuchy. W lutym  tego samego roku W atson i Crick 
powrócili do budow y znanego do dzisiaj modelu DNA. W 
Naturę z dnia 25 kwietnia 1953 roku pojawiły się trzy publi­
kacje dotyczące struktury DNA: pierwsza W atsona i Cric­
ka [47], druga Wilkinsa, Stonesa i Wilsonsa [48], a trzecia

Franklin i Goslinga [49], Ponieważ konformacja zapropono­
wanego m odelu była bardziej właściwa dla formy A-DNA, 
Watson i Crick musieli zbudować uzupełniający model 
struktury DNA [50], Po latach Francis Crick w rozmowach 
z Aaronem  Klugiem stwierdził, że Rosalind Franklin roz­
wiązałaby sama strukturę DNA, chociaż trwałoby to dłużej
[46]. Za odkrycie molekularnej struktury kwasów nukleino­
wych Francis Crick, James Watson i Maurice Wilkins otrzy­
mali N agrodę Nobla w 1962 roku.

Pierwszą alternatywną strukturę DNA, lewoskrętną heli­
sę Z-DNA odkrył Alexander Rich w MIT (ang. Massachusetts 
Institute o f Technology) w  1979 roku [51]. Odkrycie innych 
form DNA: w kształcie krzyża (ang. cruciform), trójniciowe- 
go H-DNA, czteroniciowych G-kwartetów oraz stabilnie 
rozwiniętego DNA nastąpiło w  następnej dekadzie [52], 
Większość z tych struktur powstaje przejściowo podczas 
różnych procesów genetycznych i nie stanowi stabilnych 
elementów budow y genomu.

W 1957 roku na corocznym spotkaniu Towarzystwa Bio­
logii Eksperymentalnej, Francis Crick zaproponował hipo­
tezę cząsteczki adaptorowej pośredniczącej w biosyntezie 
białka na rybosomach i sformułował tzw. centralny dogm at 
biologii molekularnej [53,54]. W edług tej hipotezy kwasy 
nukleinowe są źródłem jednokierunkowego przepływu 
informacji ostatecznie określającej białka, gdzie DNA jest 
matrycą do syntezy RNA, a ten do biosyntezy białka w  pro ­
cesie translacji. Trzeba podkreślić, że już na początku lat 
50-tych XX wieku, że kwasy nukleinowe stanowią matrycę 
do syntezy białka [55]. Interpretacja centralnego dogm atu 
była kwestią sporną, ponieważ ograniczano go do nakazu 
przepływ u informacji od DNA do RNA i od RNA do białek, 
podczas gdy w edług najbardziej oczywistego rozum owania 
centralny dogm at jedynie zabrania pewnych form przeka­
zywania informacji, czyli od białek do białek i od białek do 
kwasów nukleinowych [54], W edług Francisa Cricka moż­
na było rozróżnić trzy typy przenoszenia informacji: „mało 
praw dopodobny" od białek do kwasów nukleinowych, 
„możliwy" od RNA do DNA i od DNA do białek oraz „zna­
ny" (jak od DNA do RNA i dalej do białek, a także auto- 
transfer DNA i RNA) [54], Crick wspierał rozwijający się od 
lat 20-tych XX wieku pogląd, że w procesach biologicznych 
centralną rolę odgryw a gen [54],

Podstaw ow a zasada „centralnego dogm atu" pozostaje 
niezmienna do dzisiaj chociaż była częściowo m odyfikowa­
na. W 1956 roku okazało się, że materiałem genetycznym 
wirusa mozaiki tytoniu (TMV) jest RNA [56], Nieco później 
odkryto odw rotną transkrypcję, co nagrodzono Nagroda 
Nobla dla Dawida Baltimore'a i H ow arda Temina w 1975 
roku [57]. W latach 70-tych zidentyfikowano introny i eks- 
ony, co doprow adziło do odkrycia procesu składania [58], 
W łatach 80-tych odkryto mechanizm różnicowego cięcia i 
składnia mRNA [59] oraz różne typy dojrzewania mRNA 
[60], co uniemożliwiło przewidywanie w pełni sekwencji 
am inokwasów w białku tylko na podstawie znajomości 
sekwencji DNA. Kolejne kontrowersje wzbudziło odkrycie 
prionów [61] i dziedziczenia epigenetycznego [62], Jednak­
że 50 lat po pierwszym sformułowaniu, centralny dogm at 
jest postrzegany jako jedna z przełomowych idei biologii 
molekularnej [54].
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KORNBERG -  OJCIEC ENZYMOLOGII DNA

Odkrycie w 1955 roku polimerazy DNA odpowiedzial­
nej za zależną od matrycy syntezę DNA było przełomowe 
dla rozum ienia replikacji, napraw y DNA i transkrypcji [63], 
Przyczyniło się także do opracowania techniki PCR i m e­
tod sekwencjonowania DNA, bez których niewyobrażalny 
byłby rozwój współczesnej biologii molekularnej i biotech­
nologii.

A rthu r K ornberg pracując w N arodow ym  Instytucie 
Z drow ia (ang. National Institute o f Health, NIH), zain tere ­
sował się rozpuszczalnym i enzym am i zaangażow anym i 
w syntezę ATP, a następnie m etodam i ich oczyszczania.
W 1955 roku  nie było jasne, w  jaki sposób syntetyzow any 
jest DNA w  komórce. Było kw estią sporną, czy pow sta ­
wał on w w yniku  polimeryzacji z m onom erów , czy też 
w w yniku  przyłączania zasad do wcześniej syn tetyzo ­
w anego rdzen ia  fosfocukrowego [63], Kornberg pokazał, 
że znakow ane [14C] tym idyną cząsteczki DNA były roz ­
puszczalne w  środow isku kw aśnym  po po trak tow aniu  
DNAzą. W ykorzystując tę m etodę zidentyfikow ano po- 
lim erazę D NA oraz jej substraty  czyli trifosforany deok- 
synukleozydów  (dNTP) [63], W yjaśniony został sposób 
działania enzym u, który w ykorzystu je starterow e DNA i 
m atrycę do polimeryzacji dNTP 5 '—*-3'. O pisano rów nież 
aktyw ność egzonukleazy 3 '—>5' oraz scharakteryzow ano 
m echanizm  tw orzenie w iązań  fosfodiestrow ych [64-66],

Za odkrycie i badania nad polim erazą DNA, A rtur 
K ornberg w yróżniony został w  1959 roku N agrodą N o ­
bla. W sw oim  w ykładzie pow iedział: „DNA, jak taśma, 
niesie specyficzne instrukcje do w ykonania  pracy. Można 
uzyskać dok ładne kopie tej taśm y, aby informacje mogły 
być uży te  ponow nie w innym  miejscu i czasie"1. Cieka­
w ostką jest, że Kornberg był jednym  z siedm iu laureatów  
N agrody  Nobla, których dzieci także otrzym ały to w y ­
różnienie. W 2006 roku Roger Kornberg otrzym ał N agro ­
dę N obla za badania m olekularnych podstaw  transk ryp ­
cji u Eukaryota.

W następnych latach uzyskano czyste preparaty enzy­
mów E. coli: DNA polimerazę II, holoenzym DNA polime­
razy III, DNA polimerazy IV i V, natomiast enzym  odkryty 
przez Kornberga nazwano DNA polimerazą I [67], Ponieważ 
nie może on inicjować syntezy łańcucha de novo zaintereso­
wano się inicjacją replikacji. W ciągu dziesięciu lat Kornberg 
zidentyfikował i wykorzystał replisom do przekształcenia 
jednoniciowej kolistej formy DNA faga 0X174 w dwunicio- 
wą formę replikacyjną, co przyczyniło się do zrozumienia 
wszystkich etapów replikacji chromosomu E. coli [68-70]. 
Możliwość klonowania genów i postępująca rewolucja w 
biologii była możliwa dzięki wykorzystaniu enzym ów od ­
krytych przez Kornberga. DNA polimeraza I oraz jej ana­
logi stały się kluczowymi reagentami technologii reakcji 
łańcuchowej polimerazy (PCR) oraz współczesnych technik 
sekwencjonowania DNA [63]. Ciekawostką może być fakt, 
że Frederick Sanger w padł na pomysł sekwencjonowania 
DNA m etodą „dideoksy" czytając rozdział poświęcony 
DNA polimerazie I w  książce Kornberga [63].

'Fragm enty w ykładów  noblistów pochodzą ze strony w w w .nobelprize.org

SEMIKONSERWATYWNA REPLIKACJA DNA

Komplementarność zasad obu nici DNA zasugerowały 
możliwy mechanizm kopiowania materiału genetycznego. 
Rozważane były trzy hipotezy. Pierwszy model replika­
cji semikonserwatywnej zaproponow any przez Watsona i 
Cricka zakładał, że w  trakcie syntezy nici macierzystej czą­
steczki DNA ulegają rozdzieleniu i każda z nich wchodzi 
w  skład jednej z dwóch cząsteczek potomnych [47], Model 
replikacji konserwatywnej zakładał zachowanie nienaru­
szonej macierzystej cząsteczka DNA i tworzenie całkowicie 
nowej cząsteczki potomnej. Kolejna hipoteza zakładała, że 
powstawałyby dwie cząsteczki DNA, a każda zawierałaby 
rozproszone fragmenty macierzystej cząsteczki. Chociaż 
pierwszy mechanizm w ydaw ał się bardziej p raw dopodob­
ny, nie do końca było jasne, jak m ożna to potwierdzić [71]. 
G łównym problemem była topologia związana z rozplata­
niem nici DNA. W 1958 roku potwierdzono, że replikacja 
zachodzi w  sposób semikonserwatywny [72], W procesie 
tym każda z nici DNA stanowi matrycę dla syntezy nici 
komplementarnej, w  której kolejność nukleotydów okre­
ślona jest przez sekwencję zasad nici macierzystej. Każda 
cząsteczka potom na zawiera jedną nić matrycy i jedną no- 
w odobudow aną.

Meselson i Stahl wykorzystali fagowy DNA znakowany 
5-bromouracylem (5BU) i analizowali materiał metodą w i­
rowania w  gradiencie gęstości. Znakowany „ciężki" DNA 
osiadał w probówce szybciej, na poziomie odpowiadającym 
gęstości roztworu, podczas gdy „lekki" DNA powinien mi­
grować wolniej. Hodowle bakterii prowadzono na pożyw ­
ce, w której jedynym źródłem azotu był 15N H 4C1. Po wielu 
pokoleniach rosnących na tym podłożu, rozcieńczano je 10- 
krotnie roztworem  zawierającym 14N H 4C1, a hodowle kon­
tynuowano. Po wirowaniu DNA rodzicielski z pierwszej 
próbki znajdował się przy dnie probówki w pozycji cięż­
kiego izotopu 15N (Ryc. 4). DNA pobrany po 20 minutach 
hodowli na zmienionej pożywce znajdował się na wysoko­
ści pomiędzy pozycja ciężkiego izotopu 15N, a lekkiego 14N 
(kontroli). Dla pierwszego pokolenia obserwowano tylko 
jeden prążek charakteryzujący hybryd. Po następnym cyklu 
podziałowym  obserwowano dw a prążki - jeden hybrydow y 
i drugi charakterystyczny dla lekkiego DNA, którego ilość 
zwiększała się po każdym  cyklu replikacyjnym.

KOD GENETYCZNY

Sama struk tura  DNA, nie wyjaśniała sposobu kodow a­
nia informacji i jej odczytywania. Rdzeń fosfocukrowy ma 
charakter regularny i niezmienny, niezależnie od sekw en­
cji zasad. Ponieważ w  długiej cząsteczce możliwe są różne 
kombinacje, w ydaw ało się p raw dopodobne, że to sekw en­
cja zasad stanowi kod niosący informacje genetyczną [73]. 
W 1957 roku Crick zaproponow ał hipotezę cząsteczki ada- 
ptorowej, która tłumaczyła zdolność tRNA do tłum aczenia 
informacji genetycznej [74], Gdyby reszta am inokw asow a 
kodow ana była przez dw ie zasady, możliwych byłoby 
jedynie 16 kombinacji, podczas gdy czteronukleotydow y 
daw ałby zbyt wiele możliwości. Jako najbardziej p raw ­
dopodobny rozw ażano kod trójkowy [75], który Crick
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Rycina 4. Doświadczenie Meselsona i Stahla. Bakterie hodowano na pożywce 
zawierającej sól azotową z ciężkim izotopem 15N. Następnie bakterie przeszcze­
piono do pożywki zawierającej źródło azotu wyłącznie 14N i hodowano przez 20 
minut (uzyskując pierwsze pokolenie) i 40 minut (uzyskując drugie pokolenie). 
DNA izolowano i wirowano w gradiencie chlorku cezu. W zależności od zawar­
tości poszczególnych izotopów azotu, prążek DNA znajdował się na określonej 
wysokości w probówce.

skom entował w  trakcie uroczystości wręczania Nagrody 
Nobla w 1962 roku: „nie jest nierozsądnym  mieć nadzieję 
(...), że kod genetyczny będzie w pełni poznany w wyniku 
eksperym entów  najbliższych kilku lat". Słowa te okazały 
się prorocze. H ipoteza została poparta doświadczeniam i 
in vivo z w ykorzystaniem  zm iany ram ki odczytu podczas 
translacji oraz in vitro z wykorzystaniem  aminoacylo-tRNA 
rozpoznających określone trójki zasad [76,77]. Rozszyfro­
w yw anie zasad kodow ania kolejnych trójek nukleotydów  
doprow adziło  w latach 1961-1965 do pełnego poznania 
kodu genetycznego oraz stworzenia jego reprezentacji w 
postaci tabeli [78], W 1968 roku Marshall Nirenberg, Ro­
bert Holley i Gobind Khorana otrzymali N agrodę Nobla 
za rozpracow anie kodu genetycznego i odkrycie jego roli 
w  syntezie białek.

SEKWENCJONOWANIE GENOMÓW

Badania Fredericka Snagera nad insuliną wykazały, że 
białka składają się z liniowych polipeptydów zbudow anych 
z reszt aminokwasowych połączonych ze sobą w  ściśle 
określonej kolejności oraz, że dla struktury i funkcji m akro­
cząsteczek istotną rolę odgrywaję ich sekwencje [79]. Pio­
nierskie próby określanie sekwencji zasad w DNA natrafiły 
na szereg przeszkód wynikających z podobieństwa różnych 
cząsteczek DNA i problemu z ich rozdzieleniem, jak rów ­
nież braku DNaz specyficznych dla poszczególnych zasad. 
Mniej problemów przysporzyło sekwencjonowanie RNA, 
które powiodło się dla tRNAAla już w 1965 roku [35],

W 1959 roku oczyszczono dokładnie  p ierw szą cząstecz­
kę DNA z faga 0X174 [80], a rok później DNA faga lam b­
da [81]. R ezultatem  pierw szych prób sekw encjonow ania 
DNA było uzyskanie częściowej sekwencji kohezyjnych 
końców  faga lam bda [82], Odkrycie enzym ów  restrykcyj­
nych klasy drugiej [83] było decydującym  osiągnięciem  
ułatw iającym  przygotow anie  m ateriałów  do sekwencjo­
now ania  DNA. M etody oznaczenia sekwencji nie były 
w ystarczająco efektyw ne do czasu zaproponow ania  p rze ­
łomowej m etody „plus m inus" przez Fredericka Sangera, 
z której w yw odzą się system y w spółczesne [84], Sanger 
w ykorzystał polim erazę DNA, specyficzne startery  i zna ­
kow ane 32P nukleo tydy  w ośm iu reakcjach, gdzie syntezę 
zatrzym ano w sposób zależny od sekwencji, poprzez  u z u ­
pełnianie tylko jednego z czterech fosforanów  deoksynu- 
k leozydów  (reakcja „plus") lub trzech z czterech (reakcja 
„m inus") [85]. M ieszaniny reakcyjne były rozdzielane 
elektroforetycznie w denaturu jącym  żelu poliakrylam i- 
dow ym , a pozycje poszczególnych zasad odczytyw ano z 
autorad iogram ów . W pojedynczym  dośw iadczeniu  m oż­
na było określić sekwencję około 50 zasad [84]. M etodą 
tą w 1977 roku określono pełną sekwencję DNA genom u 
faga 0X174 [86]. W tym  sam ym  roku Allan M axam i W al­
ter G ilbert opisali m etodę sekw encjonow ania, w  której 
DNA znakow any przy jednym  końcu 32P był chem icznie 
m odyfikow any i hydrolizow any. W pierwszej reakcji do ­
chodziło do modyfikacji p u ryn  (reakcja A+G), w drugiej 
preferencyjnie adenin  (A>G), w trzeciej p irym idyn  (C+T), 
a w  czwartej cytozyn (C). M odyfikow ane DNA ulegały 
chemicznej hydrolizie. Podobnie jak w m etodzie  „plus 
m inus" sekwencja odczytyw ana była z au to rad iogram ów  
żeli poliakryloam idow ych po rozdziale elektroforetycz- 
nym  m ieszanin reakcyjnych [87].

W tym sam ym  roku Sanger opracow ał m etodę „dide- 
oksy", w której w ykorzystał trifosforany 2 ',3 '-d ideoksy 
nuk leo tydów  (ddNTP) prow adzące do zależnej od se­
kwencji terminacji łańcucha [88]. M etoda ta została w y ­
korzystana do potw ierdzenia  sekwencji faga <bX174 w 
1978 roku. W raz z w prow adzen iem  m etod sekw encjono­
w ania w ykorzystujących żele poliakrylam idow e, tem po 
badań  uległo przyspieszeniu , pociągając za sobą postęp 
technologiczny. Na początku lat 90-tych długość sekw en­
cji o trzym yw anych m etodą „dideoksy" w zrosła z 100 do 
400 nukleo tydów  [84].

Kolejny przełom  stanow iło w prow adzen ie  au tom aty ­
zacji sekw encjonow ania z w ykorzystaniem  znakow ania
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fluorescencyjnego [89]. M etoda ta została p ierw szy  raz 
w ykorzystana do określenia sekwencji genu przez Craiga 
Ventera [90], W 1992 roku Venter założył Insty tu t Badań 
G enom ow ych (TIGR, ang. The Institute for Genomie Rese­
arch) oraz firmę Celera posiadającą 30 autom atycznych 
sekw enatorów  ABI 373A oraz 17 robotów  ABI Catalyst 
800 [84], Była to praw dziw a fabryka, w której pracow ały 
zespoły ludzi ze ściśle określonym  zakresem  zadań  jak 
przygotow anie  matrycy, żeli i sekw encjonow anie [84], 
Rok później cen trum  Sangera w  Cam bridge zostało p rze ­
m ianow ane na W ellcome Trust Sanger Institu te  z u dz ia ­
łem W ellcome Trust i Medical Research Council. Od tej 
pory ilość danych uzyskiw anych co roku w zrasta ła  gw ał­
townie. W latach 90-tych XX w ieku poznano  sekwencję 
genom ów  wielu w irusów , organelli, m ikroorganizm ów  i 
m ałych organizm ów  w ielokom órkow ych [91]. U m ożliw i­
ło to rozwój now ych kierunków  badań, jak kontrola  eks­
presji genów  oraz poznaw anie transkryp tom u, proteom u, 
in teraktom u, m etabolom u oraz genom iki now otw orów . 
Pow stała koncepcja kom órki jako z in tegrow anego syste­
m u procesorów  inform acyjnych [91].

Po trzech dekadach stosow ania, m etoda Sangera może 
być stosow ana do uzyskania odczytu  sekwencji o d ługo ­
ści do około 1000 par zasad z dokładnością 99,999% i przy  
koszcie 0,5 dolara za zasadę [92], Pojawienie się now ych 
technologii um ożliw iło redukcję kosztów i przyspieszenie 
procesu uzyskiw ania danych. Czasopismo „N ature"ogło- 
siło now e techniki sekwencjonowania jako „M etodę Roku 
2007", głów nie ze w zględu  na szeroki zakres ich zastoso­
w ań oraz fakt, że wykroczyły one już poza swoje orygi­
nalne zastosow anie. Istnieje wiele im plem entacji cyklicz­
nego sekw encjonow ania, które zostały w ostatn ich  latach 
skom ercjalizowane, takie jak sekw encjonow anie 454 (wy­
korzystane w Sekw enatorach G enom ow ych 454, Roche 
A pplied Science; Bazylea), technologia Solexa (w ykorzy­
stana w A nalizatorze G enom ow ym  Illumina; San Diego), 
platform a SOLiD (Applied Biosystems:Foster City, CA, 
USA), Polonator (D over/H arvard ) oraz technologia He- 
liScope M olecule Sequencer (Helicos; C am bridge, MA, 
USA) [92],

Interesującym  jest fakt, że Frederick Sanger jest jedną z 
czterech osób nagrodzonych dw ukro tn ie  N agrodą Nobla. 
Po raz p ierw szy  otrzym ał ją w  1958 roku za pracę nad 
s truk tu rą  białek, a w szczególności insuliny. D rugi raz 
razem  z Paulem  Bergiem i W alterem  G ilbertem  uzyskał 
ją w  1980 roku za w kład w  określanie sekwencji kw asów  
nukleinow ych.

MANIPULACJE GENETYCZNE

W latach  60-tych XX w ieku  G obind K horana opraco ­
wał p ie rw szą  m etodę chemicznej syn tezy  o ligonukleoty- 
dów. Jednakże  prze łom ow ym  m om entem  w badan iach  
DNA było  opracow anie m etody  chem icznej syntezy 
deoksynuk leo tydów  na pod łożu  stałym  używ ając fosfo- 
roam itydów  [93], Rozwój technik syntezy D NA d o p ro ­
w adził do  opracow ania  m etod  au tom atycznych , k tóre z 
kolei um ożliw iło  rozwój inżynierii genetycznej, sekw en ­
c jonow ania oraz techniki łańcuchow ej reakcji polim era- 
zy (PCR). P ierw szy gen uzyskany  m etodam i chem iczny ­

mi został zsyn te tyzow any  w labo ra to rium  K horany w 
1972 roku  [94],

Chociaż poznano struk tu rę  DNA, nie rozw iązano p ro ­
blem u zw iązanego z kontro low aną fragm entacją d łuż ­
szych cząsteczek. Specyficzne enzym y odkryto  dopiero 
pod koniec lat 60-tych w raz z badaniam i restrykcji i m o­
dyfikacji DNA zależnej od gospodarza  w  w arunkach  in ­
fekcji bakterii fagiem A [95]. O kazało się, że modyfikacja 
bakteryjnego DNA w określonym  szczepie m oże chronić 
przed  infekcją fagiem, ze w zg lędu  na szczególny wzór 
metylacji i swoiste enzym y restrykcyjne. Było to kluczo­
we odkrycie dla rozw oju inżynierii genetycznej. W 1972 
roku Paul Berg stw orzył p ierw szy  rekom binow any DNA, 
łącząc dw a odcinki pochodzące z różnych w irusów  [96]. 
Były to w łaściw ie narodziny  inżynierii genetycznej. Nieco 
później H erbert Boyer i Stanley Cohen stw orzyli p ierw ­
szy p lazm id  in vitro, udow adniając, że m ożna otrzym ać 
funkcjonalne p roduk ty  poprzez  reasocjację fragm entów  
uzyskanych  poprzez  hydrolizę enzym am i restrykcyjny­
mi w iększych replikonów  oraz, że m ożna połączyć dw a 
p lazm idy  różnego pochodzenia [97],

REAKCJA ŁAŃCUCHOWA POLIMERAZY

W 1970 roku opisano zmodyfikowana wersję DNA poli- 
merazy I z E. coli pozbawioną aktywności 5 '—>3' egzonukle- 
azy, nazw aną później „fragmentem Klenowa" [98]. Mając 
to na uw adze Khorana opisał sztuczną replikację DNA, z 
wykorzystaniem dwóch starterowych oligonukleotydów i 
matrycy, w  której synteza DNA zachodziłaby w cyklicznej 
reakcji z dodaw aniem  nowej porcji enzymu po każdym  cy­
klu [99], Idea ta nie była jednak dalej rozwijana.

W 1969 roku Thom as Brock w yizolow ał z gorących 
źródeł w  Yellowstone now y gatunek  bakterii, Thermus 
aquaticus [100], Sześć lat później w yizolow ano DNA po- 
lim erazę z T. aquaticus (Taq), która, podobnie jak inne 
enzym y z tej bakterii, w ykazyw ała  aktyw ność w  w yso ­
kich tem pera tu rach  (około + 80°C) [101]. Term ostabilność 
Taq stała się kluczem  do opracow ania m etody amplifi- 
kacji DNA w reakcji łańcuchowej polim erazy (PCR) po ­
dobnej do tej zaproponow anej p rzez Khoranę. Twórcą 
m etody  PCR jest Kary Mullis, k tóry w ym yślił ją w  1983 
roku, jak sam  napisał „w trakcie nocnej jazdy sam ocho­
dem  przez góry Kalifornii" [102], O trzym ał on N agrodę 
N obla w  1993 roku. Podczas w ykładu  noblow skiego po ­
w iedział o swoich pierw szych przem yśleniach na tem at 
PCR: „N agle rozw iązałem  najbardziej irytujący problem  
chemii DNA. Obfitość i w yróżnienie. Z dw om a oligo- 
nukleotydam i, DNA polim erazą i czterem a fosforanam i 
nukleozydów  m ógłbym  mieć tyle DNA, ile bym  zechciał 
i m ógłbym  określić specyficzny fragm ent o sprecyzow a­
nej długości, łatw y do odróżnienia. To uczyniło by m nie 
sław nym . To zbyt proste. Ktoś inny zapew ne to zrobił, a 
ja na pew no o tym  słyszałem. Cały czas byśm y to robili. 
Co mi um knęło?".

PROJEKT POZNANIA GENOMU CZŁOWIEKA

Rozwój technik k lonow ania i sekw encjonow ania DNA, 
który dokonał się w  początku lat 80-tych XX w ieku  po ­
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Rycina 5. Wzrastająca liczba publikacji na temat DNA w bazie danych PubMed NCBI od roku 1900 do 
6.01.2009 roku. Bazę danych przeszukano z wykorzystaniem zapytania: „DNA" OR „nucleic acid" OR „nuc- 
lein" OR „D.N.A.". Od 1950 roku można zaobserwować zwiększanie się liczby publikacji, ale niemal 80% z 
sumy 1054869 zostało opublikowanych w ciągu ostatnich 20 lat.

zw alał zakładać, że m ożliwe będzie określenie pełnych 
sekwencji genom ów  w tym  genom u człowieka. Idea 
podjęcia w ysiłków  w tym  kierunku narodziła  się w 1985 
roku, podczas konferencji: „Czy m ożem y zsekwencjono- 
wać genom  człowieka?" na U niwersytecie Kalifornijskim 
Santa C ruz (UCSC) [91]. Na spotkaniu  tym  rozw ażane 
były m.in. problem y rozdziału  chrom osom ów , tw orzenia 
fizycznych m ap nakładających się fragm entów , polim or­
fizmu oraz potrzeby tw orzenia zaaw ansow anych  p ro ­
gram ów  kom puterow ych i rozwoju technologii. Koszty 
przedsięw zięcia zostały oszacow ane na około 3 m iliar­
dy do larów  dla genom u człowieka (1 dolara za zasadę). 
U w ażano, że jego realizacja w ym agać będzie 15 lat p ra ­
cy, co w  rezultacie okazało się trafne [91]. W tym  sam ym  
roku odbyła się p ierw sza konferencja w  Santa Fe dotyczą­
ce określenia wykonalności inicjatywy poznania  genom u 
człowieka, a rozw ażania  trw ały aż do roku 1990, kiedy to 
D epartam ent Energii USA (DOE) i NIH  zaprezentow ały  
Kongresow i USA 5-letni plan projektu poznania  genom u 
człow ieka [84], Rozpoczęła się m iędzynarodow a w spó ł­
praca w  zakresie sekw encjonow ania poszczególnych re ­
gionów  genom u (USA, Europa i Japonia). Pod koniec lat 
90-tych opublikow ano pierw szą pełną sekwencję lu d z ­
kiego chrom osom u 22 [103], 25 czerwca 2000 roku w W a­
szyngtonie prezyden t Bill Clinton i prem ier Tony Blair 
w spólnie  ogłosili uzyskanie w stępnej wersji sekwencji 
genom u człowieka w ram ach projektu publiczno-pryw at- 
nego (NIH i Celera) [84], W yniki zostały opublikow ane w 
2001 roku w Science [104] i w  N aturę  [105],

EPIGENETYKA I PROJEKT POZNANIA 
EPIGENOMU CZŁOWIEKA

W XIX w ieku uw ażano, że dziedziczenie i rozwój sta ­
now ią tą sam ą problem atykę, ale w  pierwszej połow ie XX

wieku, biologia rozw oju i genetyka sta ­
nowiły odrębne dyscypliny [20]. Konrad 
W addington, dobrze rozum iejący oba 
obszary badań, zaproponow ał dla nich 
w spólną dyscyplinę, którą nazw ał epi- 
genetyką [106]. M ożna ją określić jako 
p rogram  genetyczny kierujący rozw o­
jem. Dla W addingtona, nie różniła się 
ona jednak od embriologii [20], Począt­
ków  epigenetyki m ożem y upatryw ać 
w identyfikacji 5-m etylocytozyny jako 
składnika DNA prątków  gruźlicy [107], 
W 1948 roku H otchkiss zaobserw ow ał 
mały pun k t na chrom atogram ach hy ­
drolizatów  DNA grasicy cielęcej, który 
nazw ał „epicytozyną" [40]. Sugestia, że 
metylacja DNA może mieć w pływ  na 
ekspresję genów pojawiła się w  latach 
70-tych XX w ieku [108, 109], W 1987 
roku Robin H olliday zawęził rozum ie ­
nie epigenetyki do sytuacji, w  których 
zm iany metylacji DNA decydują o ak­
tywności ekspresji genów  [110]. Kolej­
ną zm odyfikow aną zasadą w ykry tą  w 
DNA była N6-m etyloadenina.

Postęp w badaniach epigenetycz- 
nych oraz now e podejścia technolo­

giczne pozw oliły na analizy w zorów  metylacji w  DNA 
oraz modyfikacji histonów , zaangażow anych w s truk ­
tu rę  i funkcję genom u człowieka [111]. Duże zain tereso ­
w anie tą dziedziną doprow adziło  do pow stan ia  w 2005 
roku projektu poznania  epigenom u człowieka (HEP, ang. 
human epigenome project). Celem HEP jest identyfikacja 
chem icznych zm ian w elem entach chrom atyny, które 
określają funkcjonalność DNA oraz pełniejsze z rozum ie ­
nie rozw oju fizjologicznego, starzenia, niekontrolowanej 
ekspresji genów w now otw orach oraz innych chorobach, 
a także w pływ u środow iska na zdrow ie człowieka, m im o 
braku zm ian w sekwencji DNA [111]. Obecna definicja 
epigenetyki m ówi, że są to badania  zm ian dziedzicznych 
funkcji genom u, które nie zależą od zm ian w  sekwencji 
DNA [112]. Rozwijane technologie, takie jak określanie 
profilu metylacji w  oparciu o w ykorzystanie żeli, macie­
rzy, sekw encjonow ania, a także bisulfidow y PCR, dają 
nadzieje na określenie w krótce p ierw szego m etylom u 
[113]. W śród innych projektów  i inicjatyw zw iązanych z 
badaniam i epigenetycznym i m ożna wyróżnić Epigenom e 
N etw ork  of Excellence (NoE), N ational M ethylom e 21 
(NAME21), Epigenetic Treatem ent of N eoplastic Disease 
(EPITRON), H igh th ro u g h p u t Epigenetic Regulatory O r­
ganization  in C hrom atin  (HEROIC), Epigenetic Control 
of the M am m alian G enom e (GEN-AU), AACR H um an  
Epigenom e Taskforce, Alliance for the H um an  Epig­
enom e and Disease (AHEAD) oraz the NIH  Roadmap: 
Epigenom ics [113].

DN A W XXI WIEKU

DNA został odkryty  140 lat tem u, a biologia m oleku ­
larna w XIX w ieku dopiero stw arzała swoje podstaw y. XX 
wiek przyniósł ogrom ny postęp  w iedzy oraz rozwój no ­
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wych technik, które pozw oliły na w yodrębnienie  now ych 
obszarów  badań, takich jak biotechnologia, m edycyna 
m olekularna, krym inologia i inne. Liczba doniesień do ty ­
czących DNA stopniow o w zrasta  od początku XX wieku, 
ale niem alże 80% prac z ponad  m iliona zostało opubli­
kow anych w ciągu ostatnich 20 lat (Ryc. 5). W zrost zain ­
teresow ania badaniam i DNA p raw dopodobn ie  d op row a­
dzi do w ielkich odkryć XXI w ieku. M ożemy zgodzić się 
z Phoebusem  Levene, w ielkim  biochemikiem, który już 
w 1931 roku opisał swoją wizję przyszłości biochemii: „I 
tak, krok po kroku, kolejne tajemnice życia są odkryw ane. 
Nie jest istotne, czy ludzki um ysł kiedykolw iek osiągnie 
stan w ysycenia w iedzą dotyczącą doskonałości życia. Jest 
jednak pew ne, że bunt biochem ików  przeciw ko idei ogra­
niczenia ludzkiej ciekawości będzie postępow ał. Bioche­
mia będzie trw ała  tak, jakby w iedza, naw et ta dotycząca 
istoty życia, była dostępna dla ludzkiego pojm owania. 
Przeszłość pokazała, że rozw iązanie jednego problem u, 
staw ia kolejne pytania. N ow e odkrycia w  fizyce, m ate ­
matyce, chemii teoretycznej, uzupełniają now e narzę ­
dzia biochemii, nowe narzędzia  do rozw iązania  starych 
problem ów  i stw orzenia nowych. Tak długo, jak istnieje 
życie, ludzki um ysł będzie tw orzył zagadki, a biochemia 
odegra dużą  rolę w  ich rozw ikłaniu" [114].
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DNA: from Miescher to Venter and beyond  
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ABSTRACT
DNA, one of the most famous molecules is 140 years old. Its history has engaged three centuries of experiments, leading us to a point, where  
the Hom o sapiens genome sequence is known. The "DNA breakthrough" is dated on 1953, when James Watson and Francis Crick proposed 
the m odel of molecular structure of DNA. But the origin of that great achievement goes back to 1869 and early efforts of Friedrich Miescher, 
the Swiss doctor, who isolated DN A (than termed nuclein) for the first time. Since that time wealth information on "nuclein", its functions, 
structure and usage has been collected and formed a basis for modern molecular biology, chemical biology and biotechnology. This article 
describes the events and circumstances of the most important D N A  discoveries since its first isolation up to completing the human genome  
project and deep DNA sequencing techniques application.
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W S K A Z Ó W K I  D L A  A U T O R Ó W

Prace przeznaczone do publikacji w  „Postępach Biochemii" m ogą 
mieć charakter artykułów  monograficznych, krótkich not o najnow ­
szych osiągnięciach i poglądach oraz listów do Redakcji. Redakcja nie 
ogranicza objętości m anuskryptów , jakkolwiek w każdym  przypadku 
zalecana jest zwięzłość stylu, bez utraty jasności przekazu.

A utorzy odpow iadają za praw idłow ość i ścisłość podaw anych infor­
macji oraz popraw ność cytow anego piśm iennictwa. Ujęcie prac w inno 
być syntetyczne, a przedstaw ione zagadnienia zilustrow ane za pom ocą 
tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne, fotogra­
fie), w  uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy 
A utorzy zam ierzają włączyć do swego artykułu ilustracje publikow ane 
przez autorów  cytow anych prac oryginalnych, do czego Redakcja za­
chęca, należy uzyskać i przekazać nam  zgodę na przedruk, zarów no od 
autorów , jak i z w ydaw nictw a. Niemniej konstruow anie oryginalnych 
rycin i zbiorczych tabel na podstaw ie danych z piśm iennictw a jest rów ­
nież mile w idziane. Przekazanie artykułu do redakcji jest rów noznacz­
ne z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była publikow ana ani nie 
została zgłoszona do publikacji w  innym  czasopiśmie, natom iast jeżeli 
zostanie ogłoszona w  „Postępach Biochemii", jej publikacja w  całości 
lub we fragm entach w  innym  czasopiśmie wym agać będzie uprzedniej 
zgody Redakcji.

R edaktor Naczelny lub Redaktor Prow adzący pracę podejm uje de­
cyzję o przyjęciu lub odrzuceniu m anuskryptu  na podstaw ie własnej 
opinii i opinii dw óch niezależnych recenzentów, w  ciągu 6 tygodni od 
m om entu o trzym ania artykułu. W przypadku, kiedy praca wym aga 
popraw ek odautorskich, A utorzy otrzym ują drogą elektroniczną opi­
nie recenzentów  i proszeni są o przygotow anie poprawionej wersji 
m anuskryp tu  i odesłanie go do Redakcji w ciągu 8 tygodni. Ostatecz­
ną decyzję o przyjęciu pracy podejm uje Redaktor Naczelny w  ciągu 2 
tygodni od o trzym ania poprawionej wersji m anuskryptu.

A utorzy są zobowiązani do w ykonania korekty autorskiej i poinfor­
m ow ania Redakcji o koniecznych zmianach, pocztą elektroniczną lub 
faksem, w  ciągu 3 dni od chwili otrzym ania.

Każdy z A utorów  otrzym uje jeden egzem plarz num eru  „Postępów 
Biochemii", w  którym  ukazał się jego artykuł.

WSKAZÓWKI SZCZEGÓŁOWE:
Przed przystąpieniem  do napisania artykułu A utorzy są prosze­

ni o zapoznanie się z najnow szym  num erem  „Postępów Biochemii", 
aby przygotow ać pracę pod w zględem  edytorskim , językow ym  oraz 
jakości m ateriału  ilustracyjnego, które będą odpow iadały aktualnym  
w ym ogom  Redakcji. A rtykuły pow inny być pisane językiem  nauko­
wym , lecz zrozum iałym  dla niespecjalistów. Popraw ność logiczna i 
stylistyczna tekstu w arunkuje jego jednoznaczność i czytelność. A uto­
rzy w inni unikać składni obcojęzycznej, gw ary laboratoryjnej, a także 
ograniczać stosow anie skrótów  nawet, jeśli bywają używ ane w pra ­
cach specjalistycznych. Każda z prac nadesłanych do Redakcji podlega 
ocenie specjalistów i opracow aniu redakcyjnem u. Redakcja zastrzega 
sobie praw o dokonania skrócenia tekstu i w prow adzenia koniecznych 
zmian, rów nież w  m ateriale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:
Prosim y o nadsyłanie prac pocztą elektroniczną. W wyjątkow ych 

przypadkach  dopuszcza się, przysyłanie prac na dyskietce lub płycie 
CD. Tekst w inien być zapisany jako *.doc w formacie IBM PC, a pliki 
zawierające ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst pow inien być 
napisany z zachow aniem  podwójnego odstępu m iędzy w ierszam i, z 
użyciem  czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i zna­
ki specjalne prosim y wstawiać kom endą „insert". W tekście prosim y 
wskazać miejsce um ieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:
W skazany jest podział artykułu na nienum erow ane rozdziały i pod ­

rozdziały.
Strona 1 (tytułowa) zaw iera tytuł artykułu, imiona i nazw iska A u­

torów  (ze w skazaniem  autora korespondującego), tytuł naukow y każ­
dego z A utorów  i ich miejsce pracy z adresem  pocztowym , num erem

telefonu i adresem  poczty elektronicznej, słowa kluczowe (do 6), wykaz 
stosow anych skrótów (do 10) w porządku alfabetycznym  (ograniczony 
do niezbędnego m inim um ) oraz skrócony tytuł pracy (do 25 znaków).

Kolejno numerowane strony obejmują streszczenie (do 150 w yra ­
zów), tekst pracy i piśm iennictwo. Na kolejnych stronach w inny być 
um ieszczone tabele oraz tytuły i objaśnienia rycin. Ostatnia strona w in­
na zaw ierać następujące informacje w  języku angielskim: ty tu ł a rtyku ­
łu, im iona i nazw iska A utorów  oraz miejsca pracy, słowa kluczow e (do 
6) i krótkie streszczenie artykułu (do 150 wyrazów).

Piśmiennictwo: Należy unikać nadm iernej liczby cytow ań orygi­
nalnych prac, odsyłając czytelników w m iarę możliwości do  artykułów  
przeglądow ych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyżej 70 publika­
cji, w  większości pochodzących z ostatnich 10 łat. W ykaz piśm iennic­
twa obejmuje prace w  kolejności ich cytowania. W tekście, zaznacza 
się je liczbami porządkow ym i ujętymi w  nawiasy kw adratow e, np. 
[3,7,9-26], Sposób cytow ania prac oryginalnych (1) i przeglądow ych 
(2), książek (3), rozdziałów  z książek jednotom owych (4), rozdziałów  
z tom ów  serii opracow anych przez różnych redaktorów  (5) w skazują 
poniżej podane przykłady:

1. Jiang QX, Wang ON, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis ol Kv AP
voltage-dependent K' channes in an open conformation. Nature 430: 806-810

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

3. Dołowy K, Szewczyk A, Pikuła S (2003) Błony biologiczne, Wydawnictwo Nauko­
we Śląsk, Katowice, Warszawa

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

5. Darżynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja końca 5'
(KAPU) mRNA i U snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu 
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mic­
kiewicza w Poznaniu, Poznań, str. 143-179

Tabele w inny być opatrzone jednoznacznym  tytułem  i ew entualnie 
także niezbędnym i objaśnieniami um ieszczonym i pod tabelą. Wielkość 
tabel pow inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (8,5 cm) 
lub strony (18 cm).

Ilustracje: ryciny w inny być zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub 
*.eps. Ryciny pow inny być w ykonane w skali 1:1. W ielkość ryciny po­
w inna być dostosow ana do szerokości jednego łamu (8,5 cm) lub stro­
ny (18 cm). Na rycinach nie należy umieszczać opisów  słownych, lecz 
posługiw ać się skrótami. Opisy na rysunkach pow inny być w ykonane 
czcionką Arial 8 p. Ilustracje i tabele prosim y przesyłać w  osobnych pli­
kach. Bitmapy (pliki tif, psd) pow inny mieć m inim alną rozdzielczość 
300 dpi dla obrazów kolorowych i skali szarości (zdjęcia czarno białe) 
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-białych (schematy, w zory  struk tural­
ne zawierające tylko czerń i biel).

Prace w  formie elektronicznej prosim y przesyłać na adres: 
postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem  odpow iedniego opro­
gram ow ania, prosim y o przysłanie pracy na dyskietce lub płycie CD; 
zabezpieczonej przed uszkodzeniem  w czasie transportu, na adres:

Sławomir Pikuła
redaktor naczelny kwartalnika "Postępy Biochemii"
Instytut Biologii Doświadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN 
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Opłata za druk: Zgodnie z decyzją Z arządu G łów nego Polskiego 
Tow arzystw a Biochemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Tow arzystw o 
pobiera od A utorów  opłatę, pokrywającą częściowo koszt d ruku  arty ­
kułu. O plata za w ydrukow anie jednej strony artykułu w ynosi 150 zł. 
Szczegółowe informacje zamieściliśmy pod adresem: 

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm
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Oczyszczanie DNA i RNA z żelu lub mieszanin 
reakcyjnych przy pomocy unikalnej technologii
Opatentowana technologia GENECLEAN® z użyciem GLASSMILK® upraszcza proces oczyszczania 
DNA do 3 prostych kroków: BIND - WASH -  ELUTE.
Nie wymaga precypitacji etanolem, a oczyszczone DNA jest natychmiast gotowe do dalszych aplikacji. 
Zestawy do oczyszczania dostępne są w trzech różnych formach w zależności od sposobu wiązania 
macierzy.

Opatentowana technologia turbo cartridge.
Nieregularny kształt składników złoża GLASSMILK® osadzonego w filtrze oraz odpowiednia grubość 
filtra znacznie zwiększają całkowitą zdolność wiązania DNA.

(top
assembled unit

w /closed lid)

Cartridge Turbo
Specjalnie zaprojektowana pokrywka wkładu pozwala na dodawanie 
roztworu #1 bez ciągłego otwierania i zamykania probówki. 
Drugi otwór #2 w pokrywce umożliwia usuwanie przefiltrowanego 
roztworu z probówki zbiorczej bez wyciągania wkładu z filtrem.

Nr kat. Produkt
„  , ,  Zakres wielkości _ . .
Ilosc Rodzaj

. .. oczyszczonego „ . .reakcji J . . materiału
produktu

Format Metoda

1102200 GENECLEAN® Turbo 50

100 pz - 300 kpz
roztwór 
lub żel

mem brana GENECLEAN® 
z macierzą w  filtrze typu SPIN

wirowanie 
lub próżnia1102400 GENECLEAN® Turbo 100

1102600 GENECLEAN® Turbo 300

1103200 GENECLEAN® Turbo for PCR 50

100 pz -1 0  kpz roztwór
membrana GENECLEAN® 
z macierzą w  filtrze typu SPIN

wirowanie 
lub próżnia1103400 GENECLEAN® Turbo for PCR 100

1103600 GENECLEAN® Turbo for PCR 300

1104200 GENECLEAN® Turbo 96 1x96
100 pz - 300 kpz roztwór

membrana GENECLEAN® 
z macierzą na 96 dołkowej 
płytce

wirowanie 
lub próżnia1104400 GENECLEAN® Turbo 96 4x96

1001200 GENECLEAN® Kit 200

200 pz - 20 kpz
roztwór 
lub żel

GENECLEAN® zawiesina wirowanie1001400 GENECLEAN® II Kit 300

1001600 GENECLEAN® III Kit 600

1101200 GENECLEAN® SPIN Kit 50

200 pz - 300 kpz
roztwór 
lub żel

GENECLEAN® zawiesina 
+ filtr SPIN

wirowanie1101400 GENECLEAN® SPIN Kit 100

1101600 GENECLEAN® SPIN Kit 300

1005200 MERmaid® Kit 200 10 pz - 300 pz
roztwór 
lub żel

GLASSFOG® zawiesina wirowanie

1105200 MERmaid® SPIN Kit 25
10 pz - 300 pz

roztwór 
lub żel

GLASSFOG® zawiesina 
+ filtr SPIN

wirowanie
1105600 MERmaid® SPIN Kit 150

1007200 RNaid® Kit 200 75 z -10  kz
roztwór 
lub żel

RNAMATRIX® zawiesina wirowanie

1107200 RNaid® SPIN Kit 200 75 z - 10 kz
RNAMATRIX® zawiesina 
+ filtr SPIN

wirowanie

Więcej informacji:

Q b ^

a bo G rażyna Tarnowska Boreysza
ul. Podleśna óa, 8 0 -2 5 5  Gdańsk

Biuro: ul. W ich row e  W zgórze 123, 8 0 -2 9 3  Gdańsk

tel.: (58) 341 21 4 3 ; fax: (58) 520  33 80

e -m a il:  a b o @ ab o .co m .p l; w w w .abo .com .p lhttp://rcin.org.pl
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Merck Sp. z o.o.

Aleje Jerozolimskie 178 

02-486 Warszawa 

tel.: 022 53 59 770 

fax: 022 53 59 945 

dzial.handlowy@merck.pl 

www.merck-chemicals.pl

Novagerf Czy firma Merck może poprawić

proces dializy próbek?

D-Tube™ dializery
zapewniają wysoki odzysk białek, 

oraz ła twą jednoetapową dializę 

bez użycia dodatkowego sprzętu.

That's what's in it for you. Merck Chemicals

Cechy i korzyści:

•  Przeznaczone do wymiany buforu oraz usuwania 

mocznika i detergentów z próbek.

•  Dializa próbek o objętości od 10 pl do 20 ml.

Idealne do elektroelucji białek, kompleksów 

białko-białko lub białko-DNA, oligonukleotydów oraz 

DNA i RNA z żeli PAGE (1D i 2D) i agarozowych (tylko 

pojemności od 10 pl do 3 ml).

Łatwa jednoetapowa dializa nie wymaga użycia 

strzykawek ani innego dodatkowego sprzętu.

Duża powierzchnia dializy ultra-czystych membran, 

pozbawionych siarki i metali ciężkich.

- Różne wartości punktu odcięcia od 3,5 kDa do 14 kDa.

Wysoki wskaźnik odzysku próbek po dializie > 97%.

Wysoki odzysk próbek po elektroelucji:

* 6 0 %  odzysk białek w mniej niż 2 h,

* 9 0 %  odzysk oligonukleotydów, RNA i DNA 

o długości od 15 nt do 80 kbp.

• Dializery pozbawione są DNaz, RNaz i proteaz.

►  Próbki oczyszczone po elektroelucji mogą być używane 

w dalszych aplikacjach np.: MALDI-MS i HPLC.

Zapraszamy do sklepu internetowego

httpS://mecomm.merck.pl

i
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