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Szanowni Czytelnicy,

Przy okazji trzeciego numeru ,Postepéw Biochemii", ktory trafia do Panstwa rgk w 2009 roku, serdecznie zapraszam nie
tylko do lektury czasopisma, ale do podejmowania trudu pisania artykutow przegladowych i zachecam do ich publikowania
na tamach naszego kwartalnika. Oferujemy fachowg pomoc w ocenie artykutow, podejmowanie szybkiej decyzji o przyjeciu
pracy do druku oraz wysoka jako$¢ druku. Aby przyspieszy¢ prace redakcyjne, a tym samym podjecie decyzji, namawiam
do korzystania z najnowszych numerdéw czasopisma oraz wskazowek dla autoréw, w celu $cistego nasladowania stylu
czasopisma. Wskazowki dla autorébw mozna bez probleméw wydrukowaé ze strony internetowej ,Postepéw Biochemii". W
przypadku watpliwos$ci prosze przesyta¢ pytania na adres E-mail: s.pikula@nencki.gov.pl.

By pomé6c we wiasciwym planowaniu Panstwa publikacji i wyborze odpowiedniego czasu, w ktérym najwygodniej bedzie
Panstwu przesta¢ swojg propozycje do redakcji, ponizej zamieszczam tabele zawierajagcg harmonogram pracy naszej redak-
cji nad poszczeg6lnymi numerami ,Postepéw Biochemii". Daty podane w tabeli, choé¢ przyblizone, pozwalajg zorientowac
sie, kiedy mozna spodziewac sie decyzji redakcyjnej, kiedy przeslemy autorom ziozong elektronicznie wersje artykutu w
celu dokonania korekty autorskiej i kiedy artykut zostanie wydrukowany.

Harmonogram prac redakcji "Postepéw Biochemii" w latach 2009/10

I Miesigce: Tom/nr: Skiad: Korekta autorska:  Druk: Poczatek dystrybucji: 1
Pazdziernik-Grudzien 55/4 15-10-2009 30-10-2009 30-11-2009 30-12-2009
Styczen-Marzec 55/1 20-01-2010 1-02-2010 1-03-2010 30-03-2010
Kwiecien-Czerwiec 56/2 20-04-2010 10-05-2010 1-06-2010 30-06-2010
Lipiec-Wrzesien 56/3 15-07-2010 1-08-2010 30-08-2010 30-09-2010
Pazdziernik-Grudzien 56/4 15-10-2010 30-10-2010 30-11-2010 30-12-2010

Korzystajgc z okazji ponawiam goraca prosbe o kierowanie Panstwa opinii i uwag na temat zawarto$ci naszego czasopisma
i naszej pracy, na adres poczty elektronicznej s.pikula@nencki.gov.pl. Panstwa uwagi pomagaja nham w codziennej pracy
nad udoskonalaniem ,Postep6w Bioochemii". Zapraszam takze do odwiedzania naszej strony internetowej pod adresem
www.postepybiochemii.pl.
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50 lat studiow biochemicznych na Uniwersytecie Warszawskim

Jadwiga Bryta

Instytut Biochemii,

Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiego
ul. Miecznikowa 1,

02-096 Warszawa

e-mail: bryla@biol.uw.edu.p

mii.

SPOTKANIE JUBILEUSZOWE
NA WYDZIALE BIOLOGII

W 2008 roku mineto 50 lat od czasu
utworzenia Katedry Biochemii na Wy-
dziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwer-
sytetu Warszawskiego i zakorczenia
studidw pierwszych dyplomantéw. Z

Fotografia 2. Uczestnicy jubileuszowego spotkania w auli Wydziatu Biologii.
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Fotografia 1. Gmach Wydziatu Biologii, w ktérym miesci sie Instytut Bioche-

tej okazji 8 grudnia 2008 roku odbyto
sie w gmachu Wydziatu Biologii UW
przy ul. llji Miecznikowa 1 (Fot. 1) spo-
tkanie wtadz i pracownikéw Wydziatu
z bytymi i obecnymi pracownikami
Instytutu Biochemii oraz absolwenta-
mi Wydziatu Biolo-
gii (Fot. 2), ktérzy
wykonywali prace
licencjackie, magi-
sterskie i doktorskie
pod opieka poczat-
kowo pracownikow
Katedry, a od 1969
roku — Instytutu
Biochemii.

Uroczystos$¢
otworzyta dr hab.
Joanna Pijanowska,
Dziekan Wydziatu
Biologii, a nastepnie
uczestnikdw powi-
tata prof. dr hab.
Jadwiga Bryta, p.o.
Dyrektora Instytu-
tu Biochemii. Uroczysto$¢ zaszczy-
cili i gtos zabrali: prof. dr hab. Marta
Kicinska-Habior, Prorektor UW ds.
Studenckich, prof. dr hab. Pawet Ku-
lesza, Dziekan Wydziatu Chemii oraz
prof. dr hab. Andrzej Dzugaj (Fot. 3),
Prezes Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego, ktére w 2008 roku réw-
niez obchodzito
50-lecie swojego
istnienia.  Podczas
spotkania  zostata
przedstawiona hi-
storia utworzenia i
dziatalno$¢ 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.

Ireny Szumiel (rocznik 1960). Nastep-
nie prof. dr hab. Jadwiga Bryfa przed-
stawita 40-letnig dziatalno$é naukowo-
dydaktyczng Instytutu oraz losy ab-
solwentéw, ktérzy wykonywali prace
magisterskie w Katedrze i Instytucie,
a Kierownicy Zaktadéw zaprezento-
wali tematyke badawcza poszczegdl-
nych Zaktadow. Mitym akcentem byty

Fotografia 3. Wystapienie prof. dr hab. Andrzeja
Dzugaja, Prezesa Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego, na spotkaniu jubileuszowym. Obok prof.
dr hab. Jadwiga Bryfa, Dyrektor Instytutu Bioche-
mii od 1993 roku.

kwiaty i gratulacje pracownikéw i Dy-
rektorow Instytutdw wchodzacych w
sktad Wydziatu Biologii oraz zaprzy-
jaznionych biochemikéw, m.in. prof.
dr hab. Wiestawa Oleszka z Instytutu
Upraw, Nawozenia i Gleboznawstwa
w Putawach oraz prof. dr hab. Woj-
ciecha Rode z Instytutu Biologii Do-
Swiadczalnej PAN im. M. Nenckiego.
Uroczysto$¢ zakonczono sesjg plaka-
towg oraz rozmowami przy lampce
wina w holu gmachu Wydziatu Biolo-
gii, a nastepnie w Zaktadach Instytutu
Biochemii.

PROFESOR IRENA CHMIELEWSKA
- KREATOR BIOCHEMII NA
UNIWERSYTECIE WARSZAWSKIM

Inicjatorka i organizatorka studidw
biochemicznych na Uniwersytecie
Warszawskim byta prof. dr hab. Ire-
na Chmielewska (Fot. 4), ktéra ukon-
czyta studia chemiczne i biologiczne
w latach 1922-1929. Tematyka Jgj
rozprawy doktorskiej (obronionej w
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1933 roku) i habilitacyjnej (1939) oraz
9 publikacji z tego okresu dotyczyta
barwnikdw antocyjanowych roslin,
wskazujac na Jej zainteresowania ba-
daniami z dziedziny biochemii. W
czasie wojny pracowata w firmach
,Bakulit" i , Klawe". W 1946 roku
podjeta prace w Zaktadzie Chemii Or-
ganicznej Uniwersytetu Warszawskie-
go na stanowisku adiunkta, a nastep-
nie w 1947 roku jako docent etatowy
zorganizowata wyktady i éwiczenia z
chemii organicznej dla

dajac poczatek kierunkowi bioche-
micznemu na tym Wydziale.

UTWORZENIE KATEDRY (1958) |
INSTYTUTU BIOCHEMII (1969)

We wrze$niu 1958 roku zostata
powotana Katedra Biochemii z prof.
Ireng Chmielewskg jako Kkierowni-
kiem. Utworzenie Katedry stworzyto
trzy podstawowe problemy organiza-
cyjne zwigzane z uruchomieniem tej
nowej placowki: 1) kompletowanie i
szkolenie kadry dy-

studentéw Wydziatu
M atematyczno-Przy-
rodniczego. Jednocze-
$nie rozpoczeta prace
w Instytucie Farma-
ceutycznym na sta-
nowisku Kierownika
Zaktadu Biochemii,
gdzie we wspétpracy z
Il Klinikg Chirurgiczng

Akademii Medycznej
zostat opracowany
hydrolizat  biatkowy

do wlewow dozyl-
nych. Po sprawdzeniu
przydatnosci tego pre-
paratu w lecznictwie,
jego produkcja zostata
uruchomiona w 1951
roku. W tym czasie
otrzymata nagrode
panstwowg Il stopnia
za zesp6t prac z dziedziny biochemii
i zastosowanie badan w medycynie i
farmacji. W 1955 roku uzyskata tytut
profesora nadzwyczajnego, a w 1957
roku zostata odznaczona Krzyzem
Oficerskim Orderu Odrodzenia Pol-
ski. Nominacje na Profesora zwyczaj-
nego otrzymata w 1961 roku, a w 1964
roku zostata cztonkiem koresponden-
tem Polskiej Akademii Nauk.

W latach 50. pod redakcjg prof. dr
hab. Ireny Chmielewskiej ukazaty sie
trzy monografie biochemiczne: ,,Biolo-
giczne procesy oksydoredukcyjne” (PWN
1953), ,,Metody badania sktadnikéw ro-
§lin" (PWN 1955) oraz przy udziale
W. Brzeskiego i Z. Kasprzyk ,,Zagad-
nienia metabolizmu roélin w $wietle izo-
topowej metodyki badan™ (PWRIL 1960).
W latach 1958-1965 byta redaktorem
naczelnym kwartalnika ,,Postepy Bio-
chemii”. Pod Jej kierunkiem na Wy-
dziale Biologii i Nauk o Ziemi byty
poczatkowo prowadzone ¢wiczenia z
biochemii, a od 1956 roku studenci za-
czeli wykonywaé prace magisterskie,
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Fotografia 4. Prof. dr hab. Irena Chmie-
lewska (1905-1986), organizator studiéw
biochemicznych na Uniwersytecie War-
szawskim, Kierownik Katedry Bioche-
mii (1958-1968) i do 1974 roku Dyrektor
Instytutu Biochemii.

daktyczno-badawczej,
2) uzyskanie pomiesz-
czen laboratoryjnych
i dydaktycznych oraz
3) wyposazenie labo-
ratoriow studenckich i
pracowniczych w apa-
rature, sprzet laborato-
ryjny i odczynniki oraz
utworzenie biblioteki.
Pierwszym zatrudnio-
nym pracownikiem w
Katedrze Biochemii
byt adiunkt dr Zbi-
gniew Kaniuga (Fot.
5), poprzednio adiunkt
w Katedrze Biochemii
SGGW w Warszawie.
Byt pracownikiem juz
z kilkuletnim do$wiad-
czeniem organizacyj-
nym i naukowym, wspdtautorem
wspolnie z W. Brzeskim podrecznika
pt. ,,Cwiczenia z biochemii roslin" (PWN
1956 i 1957), autorem 2 pu-

Kaniuga, Kazimierz Toczko, Jadwiga
Bryta, Zdzistaw A. Wojciechowski,
Wi irginia Janiszowska, Bogustaw Wit-
komirski, Krzysztof Staron, a takze
doktorzy habilitowani: Jan Fronk iJan
Zimowski.

Nowoutworzona Katedra otrzy-
mata tymczasowe pomieszczenia w
budynku Wydziatu Chemii, z ktérego
po 2 latach przeprowadzita sie do no-
wych, bardziej obszernych pomiesz-
czen w gmachu Wydziatu Geologii
UW. Byly to jednak pomieszczenia
catkowicie puste. W tej sytuacji do-
Swiadczenie dr Z. Kaniugi, zdobyte
poprzednio w Katedrze Biochemii
SGGW, okazato sie niezmiernie przy-
datne zaréwno przy zakupach sprzetu
laboratoryjnego, aparatury, odczyn-
nikéw itp., jak i niezbednych adapta-
cjach lub przebudowach pomieszczen
w celu ich przeksztatcenia w pracow-
nie: mikrobiologiczng, eterowg, chro-
matograficzng czy pomieszczenia dla
zwierzat i roslin doswiadczalnych i
magazynu (szkta i odczynnikéw) oraz
biblioteki.

Utworzenie Katedry Biochemii
zainteresowato studentow ta nowa
specjalizacja i spowodowato wiele
zgtoszern do wykonywania prac ma-
gisterskich z tego zakresu. Stalo sie to
bodZcem do utworzenia w Katedrze
Biochemii w 1965 roku trzech Zakta-
dow w celu zréznicowania problema-
tyki badawczej, ajednoczes$nie rozsze-

rzenia tematyki prac magi-

blikacji z dziedziny bio-
chemii pt. ,,Udziat mocznika
w biosyntezie glutaminy w
roslinach” oraz artykutu
przegladowego ,,Fizjologia
i biochemia owocdw po zbio-
rze". W ciggu dwéch pierw-
szych lat istnienia Katedry
pracownikami zostali: mgr
Barbara Buthak, mgr Irena
Szumiel, mgr Stanistaw
Lewak oraz doc. Zofia
Kasprzyk po powrocie w
1960 roku ze stazu nauko-
wego w USA. W tym roku
odbyta sie pierwsza rekru-
tacja na studia na kierunek
biochemii na Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi. W
nastepnych latach na diu-
goterminowe staze po doktoracie wy-
jezdzali po6zniejsi dtugoletni pracow-
nicy Katedry, profesorowie: Zhigniew

Fotografia 5. Dr Zbigniew
Kaniuga, pierwszy pracow-
nik Katedry Biochemii, p6z-
niejszy profesor i Kierownik
Zaktadu Enzymatyki (1965-
1995).

sterskich. Powstaty wow-
czas nastepujace Zakilady:
Biochemii Ogolnej, Biochemii
Roslin oraz Enzymatyki. Kie-
rownikami Zaktadu Bioche-
mii  Og6lnej byli: prof. dr
hab. Irena Chmielewska
(1965-1974), doc., a nastep-
nie prof. dr hab. Kazimierz
Toczko (1974-1996), a po
przeksztatceniu w 1996 r.
w Zaktad Biologii Moleku-
larnej — doc., a nastepnie
prof. dr hab. Krzysztof
Staron. Zakladem Biochemii
Roslin kierowata poczatko-
wo prof. dr Zofia Kasprzyk
(1965-1987), a nastepnie
doc. i prof. dr hab. Wirgi-
nia Janiszowska. Kierow-
nikiem Zaktadu Enzymatyki byt doc.
i nastepnie prof. dr hab. Zbigniew
Kaniuga (1965-1995). Przez 30 lat ist-
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nienia Zaktadu Enzymatyki wykonano
w nim 89 prac magisterskich i 11 dok-
torskich. Wéréd dyplomantéw tego
Zaktadu 20 uzyskato tytut profesora
w uczelniach i instytutach nauko-
wych, 6 — otrzymato stopien dokto-
ra habilitowanego, 16 obronito roz-
prawy doktorskie, a 3 jest cztonkami
korespondentami Polskiej Akademii
Umiejetnosci i 1 — cztonkiem kore-
spondentem Polskiej Akademii Nauk.
Ich osiggniecia zostatly przedstawione
w opracowaniu prof. Zbigniewa Ka-
niugi ,,Naukowe i zawodowe osiggniecia
w kraju i zagranica magistrantéw i dokto-
rantow Zaktadu Enzymatyki z lat 1965-
1995", Warszawa 2008 rok.

W ramach tworzenia od 1968 roku
Instytutow na Wydziatach Uniwer-
sytetu Warszawskiego, w 1969 roku
Katedra Biochemii zostata przeksztat-
cona w Instytut Biochemii, w skitad
ktérego wchodzity wymienione po-
wyzej trzy Zaktady. W 1976 roku zo-
staty ponadto utworzone dwa nowe
Zaktady: Regulacji Metabolizmu (kie-
rownik: doc., a nastepnie prof. dr hab.
Jadwiga Bryta —do lutego 2008 roku)
oraz Biochemii Zwigzkéw Naturalnych,
przeksztatcony w 1996 roku w Zaktad
Biochemii Lipidéw i Bton Komdrkowych
(kierownik: doc., a nastepnie prof. dr
hab. Zdzistaw A. Wojciechowski). Za-
ktad ten w 2004 roku zostat wigczony
do Zaktadu Biochemii Roslin. Po 40 la-
tach przebywania w goscinnych pro-
gach Wydziatu Geologii, w 2000 roku
Instytut Biochemii przeprowadzit sie
do czesci D nowo-wybudowanego
gmachu Wydziatu Biologii przy ul. llji
Miecznikowa 1. Byto to mozliwe dzie-
ki aktywnosci i niezwyktym umiejet-
nosciom zdobywania funduszy przez
prof. dr hab. Ewe Symonides, Dziekan
Wydziatu Biologii w latach 1993-1999.
Jej upor i wytrwatos¢ umozliwity nie
tylko rozpoczecie, lecz réwniez za-
konczenie w 2000 r. budowy gmachu
Wydziatu Biologii, w ktérym mozna
byto w 2008 roku Swietowac Jubileusz
50-lecia studiow biochemicznych na
Uniwersytecie Warszawskim.

DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA

W realizacji pracy dydaktycznej
brali i nadal biorg udziat pracownicy
Zaktaddw. Obecnie sg to 3 Zaktady:
Biochemii Roslin (Kierownik: prof. dr
hab. Wirginia Janiszewska), Biologii
Molekularnej (Kierownik: prof. dr hab.
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Krzysztof Staron) oraz Regulacji Meta-
bolizmu (Kierownik: doc. dr hab. Ma-
ciej Garstka). W Instytucie pracuje ak-
tualnie: 4 profesoréw, 3 doktoréw ha-
bilitowanych, 15 doktoréow (razem 22
pracownikéw naukowo-badawczych)
oraz 6 doktorantow i 4 pracownikdw
obstugi.

Pracownicy Instytutu Biochemii
uczestniczg w ksztatceniu studen-
tow kierunku Biologia, Biotechnolo-
gia i Ochrona Srodowiska Wydziatu
Biologii oraz Miedzywydziatowych
Studidow Matematyczno-Przyrodni-
czych, Miedzywydziatowych Stu-
diéw Ochrony Srodowiska i Cen-
trum Nauk Sgdowych Uniwersytetu
Warszawskiego. Sg to zaré6wno wy-
ktady jak i zajecia laboratoryjne obo-
wigzkowe z Biochemii, Enzymologii,
Biotechnologii, Biochemii dla biotechno-
logéw oraz Biologii molekularnej, jak i
zajecia fakultatywne takie jak: Biatka
i kwasy nukleinowe, Biochemia roslin,
Biochemiczne podstawy biotechnologii
przemystowej, Analiza biochemiczna i
Regulacja Metabolizmu oraz wyktady
monograficzne: Biochemiczne podsta-
wy chorob metabolicznych oraz Biogene-
za i struktura chloroplastow. Co wiecej,
w Instytucie sg prowadzone pracow-
nie: licencjackie oraz specjalizacyjne
i magisterskie dla studentéw magi-
sterskich studiow uzupetniajacych,
a takze seminaria. Ostatnio trwaja
prace nad zorganizowaniem na Wy-
dziale Biologii UW specjalizacji bio-
technologii medycznej.

Ponadto wielu pracownikéw In-
stytutu prowadzi réwniez wyktady
z biochemii dla studentéw Pomosto-
wego Wydziatu Nauki o Zdrowiu
Warszawskiego Uniwersytetu Me-
dycznego, kierunkow: Pielegniar-
stwa, Potoznictwa, Ratownictwa
Medycznego, Dietetyki, Potoznictwa
Pomostowego i Ratownictwa Me-
dycznego. Nalezy réwniez doda¢, ze
pracownicy Instytutu uczestniczyli
w zorganizowaniu zaje¢ z bioche-
mii na Wydziale Biotechnologii Po-
litechniki Warszawskiej. Prowadza
takze corocznie uzupetniajace zaje-
cia dla nauczycieli, lekcje w liceach
ogblnoksztatcacych oraz wyktady i
lekcje na Festiwalu Nauki.

Dazac do zachowania wysokiego
standardu nauczania w warunkach
wprowadzania zmian programu stu-

diéw i tworzenia nowych kierunkéw
i specjalizacji, konieczne byto ciggte
przystosowywanie i aktualizacja wy-
ktadow, seminaridw i zaje¢ laborato-
ryjnych. Dlatego pracownicy Katedry
i Instytutu Biochemii uczestniczyli w
pisaniu 6 podrecznikéw akademic-
kich, w tym: ,,Praktikum z biochemii"
(red. W. Brzeski i Z Kaniuga, PWN
1968 i 1972) oraz ,,Regulacja Metabo-
lizmu Komorki" (autorstwa J. Bryty,
PWN 1981 i 1983), wyrdznione nagro-
dami Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego. Pracownicy przettumaczy-
li z jezyka angielskiego 8 monografii
biochemicznych oraz opracowali 13
skryptow. Ponadto, w zwigzku z uno-
woczesnianiem programu ksztatcenia
w szkotach gimnazjalnych i liceal-
nych byli wspétautorami 6 podreczni-
kéw wydanych przez Wydawnictwa
Szkolne i Pedagogiczne.

Ksztatcenie studentdw na wysokim
poziomie wymaga wigczania Ich do
prowadzenia badan naukowych. Dla-
tego studenci zaréwno magisterskich
studiow uzupetniajgcych jak i Il roku
studidw licencjackich uczestniczg w
realizacji badan w poszczeg6lnych
Zaktadach i zaliczajg pracownie spe-
cjalizacyjne, magisterskie i licencjackie
indywidualnie pod opiekg adiunktéw.
Niektérzy z nich sg wspdétautorami
prac doswiadczalnych i przeglgdo-
wych. W czasie 50 lat istnienia bioche-
mii na Uniwersytecie Warszawskim
prace licencjackie wykonato 94 studen-
tow kierunku biologiaibiotechnologia,
a prace magisterskie —573 studentéw
Wydziatu Biologii oraz MISMaP, stu-
diujacych gtéwnie na kierunkach: po-
czatkowo biochemii, a potem biologii i
biotechnologii.

TEMATYKA BADAWCZA |
DZIALALNOSC NAUKOWA

Zainteresowania badawcze pracow-
nikéw Instytutu Biochemii ewoluowa-
ty w minionych latach od klasycznej
biochemii do badan z pogranicza bio-
chemii, biologii molekularnej, biologii
medycznej, biotechnologii, farmacji, fi-
zjologii i mikrobiologii. W ostatnich la-
tach tematyka badawcza prowadzona
w Zaktadach koncentrowata sie wokaét
nastepujacych zagadnien:

a) metabolizm, transport i funkcje

terpenoidéw roslinnych, a w szcze-
golnosci izolowanie i charakterystyka
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triterpenoidéw cyklicznych z roslin
leczniczych ijadalnych oraz ich dzia-
tanie przeciwzapalne, przeciwnowo-
tworowe, przeciwpasozytnicze i an-
tybakteryjne (Zaktad Biochemii Roslin);

b) kompleksy biatkowe ludzkiej to-
poizomerazy I; rola biatka ERH (ang.
enhancer of rudimentary homolog) w
regulacji poziomu nukleotydéw piry-
midynowych, replikacji DNA iwzro-
stu komorki; rola kinazy CK2 w ha-
mowaniu apoptozy; metylacja DNA i
struktura chromatyny (Zaktad Biologii
Molekularnej);

c) metabolizm glukozy w warun-
kach normy icukrzycy, aw szczegdlno-
$ci rola stresu oksydacyjnego, stopnia
zredukowania glutationu i kinazy biat-
kowej aktywowanej przez AMP oraz
dziatanie antyoksydantow (melatoniny,
kwasu liponowego itauryny), przeciw-
cukrzycowych lekéw stosowanych w
terapii (metformina, roziglitazon) oraz
zwiagzkéw o dziataniu hipoglikemicz-
nym (pochodnych wanadu i selenu
oraz chlorochiny, L-DOPA, selegiliny i
gatifloksacyny); wptyw stresu chtodu
na lipidom i proteom bton tylakoidéw
oraz modelowanie przestrzennej struk-
tury chloroplastéw roslin wrazliwych
i odpornych na chtoéd (Zaktad Regulacji
Metabolizmu).

Badania Zaktadu Enzymatyki (1965-
1995) nad mechanizmem chiodo-
wrazliwoscirodlinwykazaty, zewyzsza
aktywnos$¢ galaktolipazy w roslinach
wrazliwych niz odpornych na chtod
jest gtdéwnym czynnikiem zwiekszaja-
cym podatno$¢ roslin na ten czynnik
stresowy. To sugeruje, ze zwiekszenie
odpornosci na stres chtodu mozna uzy-
ska¢ przez supresje genu kodujgcego
galaktolipaze. Podsumowaniem tych
badan jest ostatnio opublikowany ar-
tykut przegladowy (Z. Kaniuga, Plant
Biology 10 (2008) 171-184).

Tematyka badawcza Zaktadu Bioclie-
mii Zwigzkéw Naturalnych (1976-1996), a
w nastepnych latach Biocliemii Lipidow i
Bton Komdrkowych (1997-2004) dotyczy-
fa metabolizmu steroli roslinnych (w
szczeg6lnosci ztozonych pochodnych

fitosteroli - estréw, glikozyddéw i acy-
loglikozyd6w) oraz hiosyntezy saponin
steroidowych i glikoalkaloidow stero-
idowych ze szczegbélnym uwzglednie-
niem mechanizmu powstawania ich
taricuchow sacharydowych.

W ostatnich latach prowadzona
jest wspotpraca pracownikow Insty-
tutu z licznymi grupami badawczymi
Wydziatu Biologii i Fizyki Uniwersy-
tetu Warszawskiego, Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie, War-
szawskiego Uniwersytetu Medyczne-
go, Centrum Medycznego Ksztatcenia
Podyplomowego oraz Instytutu Bio-
logii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN i Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie, a takze
z firmg farmaceutyczng ADAMED i
laboratoriami Uniwersytetéw w Liver-
pool (UK), Neapolu (Wiochy), Nancy i
Reims (Francja) oraz Groningen i Wa-
geningen (Holandia).

Efektem dziatalno$ci naukowej pra-
cownikow Instytutu Biochemiijestopu-
blikowanie 429 prac do$wiadczalnych,
w przewazajagcej wiekszosci w czaso-
pismach miedzynarodowych z listy
filadelfijskiej o uznanym standardzie
naukowym, 104 prac przeglagdowych,
20 rozdziatow w opracowaniach mo-
nograficznych oraz zgtoszenie ponad
400 doniesien na zjazdy i konferencje
naukowe w kraju i zagranicg. Badania
byty realizowane z funduszy 47 projek-
tébw badawczych, przyznanych przez
Komitet Badan Naukowych i Minister-
stwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
Projekty te byly kierowane gtéwnie
przez pracownikow Instytutu Bioche-
mii Uniwersytetu Warszawskiego.

AWANSE NAUKOWE I
WYROZNIENIA DYPLOMANTOW
| PRACOWNIKOW

Sposrod pracownikow oraz dokto-
rantow wykonujacych prace doktor-
skie w Katedrze i Instytucie Biochemii
na Wydziale Biologii zostato wypro-
mowanych 69 doktoréw, 13 doktorow

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

Czionkowie PAN:

Prof. dr hab. Jerzy Duszyniski

Prof. dr hab. Andrzej Jerzmanowski
Prof. dr hab. Leszek Kaczmarek
Prof. dr hab. Jacek Kuznicki
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Cztonkowie PAU:

Prof. dr hab. Jadwiga Bryta

Prof. dr hab. Maciej J. Natecz

Prof. dr hab. Wodzimierz Zagorski-Ostoja

habilitowanych oraz 8 uzyskato tytuty
profesora. Za dydaktyczne i naukowe
osiagniecia pracownicy Katedry i In-
stytutu Biochemii otrzymali nagrody:
a) Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyz-
szego za: podreczniki 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), osiggniecia dydaktyczne (25),
prace organizacyjng (14) oraz Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego (nagro-
da im. J. Pamasa dla zespotu prof. Z.
Kaniugi za najlepsze polskie prace hio-
chemiczne ogtoszone zagranicg w 1988
roku) i Polskiego Towarzystwa Biologii
Eksperymentalnej Roslin (nagroda dla
zespotu prof. A. Mostowskiej i dr hab.
M. Garstki za najlepszg prace naukowg
w zakresie biologii eksperymentalnej
ros$lin w latach 2003-2004).

Pracownicy Katedry i Instytutu
Biochemii pracowali réwniez na rzecz
$rodowiska naukowego. Brali udziat w
organizowaniu Zjazdu (w 1966 roku) i
Kongresu FEBS (w 2004 roku) oraz nie-
ktérych Zjazdéw Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego.

Sposrod 573 dyplomantéw, ktérzy
wykonali prace magisterskie w Instytu-
cie Biochemii, wielu osiggneto wysokie
szczeble kariery akademickiej. Okoto
40% bytych magistrantéw jest zatrud-
nionych w Uniwersytecie Warszaw-
skim oraz innych Uczelniach i instytu-
cjach naukowych w kraju i zagranica.
Wsrod Nich 3 jest cztonkami Polskiej
Akademii Umiejetnosci, 4 — Polskiej
Akademii Nauk (Tabela 1), 56 jest pro-
fesorami (w tym 11 pracujacymi na state
zagranicg), 37 doktorami habilitowany-
mi (w tym 4 na emigracji) oraz 121 dok-
torami (w tym 40 zagranicg, gtdwnie
w USA oraz Anglii). A zatem, sposréd
0s6b zatrudnionych w instytucjach na-
ukowych, co czwarta pracuje zagranica
(Tabela 2). Nalezy rowniez dodac, ze w
ostatnich latach sposrod 36 doktoran-
téw, 12 odbywa studia doktoranckie
w réznych krajach Europy zachodniej.
Przedstawione dane wskazujg, ze ab-
solwenci wykonujacy prace magister-
skie i doktorskie w Instytucie Biochemii
uzyskujg wyksztatcenie umozliwiajgce
Im otrzymanie pracy i awans naukowy
lub zawodowy w placéwkach o profilu
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Tabela 2. Status naukowy dyplomantéw Instytutu Biochemii Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszaw-

skiego.

1 Instytucja

Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

Instytut Biologii DoSwiadczalnej PAN
im. M. Nenckiego

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN
Warszawski Uniwersytet Medyczny
Inne Szkoty Wyzsze

Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego

Instytuty Badawcze i Firmy Farmaceutyczne
Placowki Naukowe Zagraniczne
Razem

naukowym zaréwno w kraju jak i za-
granica.

Powstanie i rozwoj studiow bio-
chemicznych na Uniwersytecie War-

WIADOMOSCI

VI Edycje Ogoélnopolskiego Konkur-
su Wiedzy Biochemicznej Studentow
Wydziatéw Lekarskich ,,SUPERHELI-
SA 2009 przeprowadzono w Krako-
wie w dniach 15-16 maja br. Konkurs
zorganizowali pracownicy Katedry Bio-
chemii Lekarskiej Uniwersytetu Jagiel-
lonskiego Collegium Medicum, kiero-
wanej przez prof. dr hab. Piotra Laidle-
ra. Do Konkursu przystgpito jedenascie
3-osobowych zespotdw z Akademii
Medycznej we Wroctawiu, Collegium
Medicum w Bydgoszczy, Pomorskiej
Akademii Medycznej w Szczecinie,
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Zabrzu, Collegium Medicum Uni-
wersytetu Jagiellonskiego w Krakowie,
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie,
Uniwersytetu Medycznego w todzi
(2 zespoty), Uniwersytetu Medyczne-
go w Poznaniu oraz Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego (2 zespo-
ty). Komisja konkursowa sktadata sie
z opiekunéw dydaktycznych ekip stu-
denckich uczestniczacych w Konkursie.
15 maja, podczas uroczystego otwarcia
konkursu w auli Centrum Dydaktycz-
no-Konferencyjnego CM UJ, uczestni-
kéw powitat prof. dr hab. Piotr Laidler,
kierownik Katedry Biochemii Lekar-
skiej i Petnomocnik Rektora ds. Badan
Naukowych i Wspotpracy z Zagranica
CM UJ oraz prof. dr hab. Tomasz Brzo-
zowski, prodziekan ds. Badan Nauko-
wych na Wydziale Lekarskim CM UJ.
Whkrotce potem studenci przystgpili do
rywalizacji, ktora tradycyjnie juz prze-

Postepy Biochemii 53 (2) 2007

Prof. Dr hab. Dr Doktoranci 1

17 4 23 9
6 8 11 8
7 1 5 2
3 3 3 1
7 3 5 1
2 3 4 1
4 10 31 2
11 4 40 12
57 36 122 36

szawskim oraz dziatalno$¢ naukowa i
dydaktyczna Katedry i Instytutu Bio-
chemii na Wydziale Biologii sg przed-
miotem opracowania (Fot. 6) pt. ,,50 lat
Biochemii na Uniwersytecie Warszaw-

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

W pierwszej czesci uczestnicy mie-
li za zadanie rozwigza¢ w 120 minut
test (Fot. 1) sktadajacy sie ze 100 pytan.
Wiekszos$¢ z nich stanowity pytania jed-
nokrotnego wyboru z pieciu mozliwych
odpowiedzi, a tylko niewielki procent
miat charakter pytan ztozonych, gdzie
wiecej niz jedna odpowiedz mogta by¢
poprawna (regulamin VI edyqi Kon-
kursu dopuszczat maksymalnie 30% ta-
kich pytan, w ktorych nalezato okreslic,
ktore z kilku podanych stwierdzen sa
prawdziwe). Za kazdg poprawng od-
powiedz przyznawano 1 punkt, czyli
maksymalna ilo$¢ punktéw, ktérg moz-
na byto zdoby¢ w | etapie Konkursu
wynosita 100. Test ocenita Komisja, w

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

50 lat Biochemii
na Unlwersytacla Warszawskim
1958 - 2008
Profmr dr bab. Jadwiga Bryla

Kkkronnlkit*» /aUaddw laHytaia Werkwali

Fotografia 6. Strona tytutowa opracowania ,,50 lat
Biochemii na Uniwersytecie Warszawskim", wyda-
nego w 2008 roku.

skim (1958-2008) na podstawie mate-
riatbw zebranych przez Kierownikéw
Zaktaddw Instytutu Biochemii.

KRAJOWE

sktad ktorej weszli opiekunowie ekip
uczestniczacych w Konkursie.

W drugiej czesci Konkursu uczest-
nicy udzielali pisemnych odpowiedzi
na 5 pytan opisowych, sprawdzajacych
znajomos¢ przemian biochemicznych i
wzoréw metabolitdw (czas na udziele-
nie odpowiedzi na wszystkie pytania
wynosit 50 minut). Za odpowiedz na
kazde pytan uczestnik mogt otrzymadé
od 0 do 5 punktéw czyli tagcznie do 25
punktdw. Prace zostaty zakodowane,
odpowiedzi oceniata Komisja ztozona
z opiekundéw ekip studenckich. Suma
punktow trojga cztonkow zespotu uzy-
skana w dwéch pierwszych etapach
Konkursu decydowata o miejscu repre-
zentacji uczelni w klasyfikacji zespoto-
wej. Klasyfikacja zespotowa VI Edycji
Ogo6lnopolskiego Konkursu Wiedzy
Biochemicznej Studentéw Wydziatow
Lekarskich ,,SUPERHELISA 2009".
Pierwsze miejsce zajeta druzyna Uni-
wersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum w Krakowie, w skladzie
Elzbieta Klimiec, Joanna Rutka, Piotr
Magon (318,5 punkta); drugie miejsce
zajeta druzyna | Wydziatu Lekarskiego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycz-
nego w sktadzie Kamil Chudzinski, Mi-
chat Kowara, Mariusz Tomaniak (318
punktéw), a trzecie miejsce druzyna
Uniwersytetu Medycznego im. K. Mar-
cinkowskiego w Poznaniu, w sktadzie
Anna Pietrzak, Agata Peikow, Amade-
usz Wozniak (299 punktow).
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Na podstawie wynikow I i Il etapu
Konkursu wytoniono 10 oséb, ktore
wziety udzial w trzecim, finalowym
etapie. Byli to Anna Pietrzak (110,5),
Elzbieta Klimiec (108), Mariusz Toma-
niak (107,5), Joanna Rutka (106), Mi-
chat Kowara (105,5), Kamil Chudzinski
(105), Wojciech Magon (104,5), Katarzy-
na Wiodarczyk (103), Mariusz Sliwa
(99) i Agata Peikow (97). Wszyscy fina-
lisciodpowiadali ustnie (Fot. 2) natakie
same trzy pytania przekrojowe, wyma-
gajace umiejetnosci analizowania i syn-
tetyzowania wiedzy. Uczestnicy czesci
finatowej odpowiadali w wylosowanej
kolejnosci; pierwsza osoba losowata ze-
staw pytan finatowych. Kazdy z finali-
stow miat 15 minut na przygotowanie
odpowiedzi oraz 15 minut na jej przed-
stawienie Komisji. Komisja nie zada-
wata zadnych dodatkowych pytan. Za
odpowiedZ na kazde z pytan uczestnik
mogt otrzymaé od 0 do 10 punktow.
Odpowiedzi finalistéw oceniala Ko-
misja ztozona z opiekundéw poszcze-
gélnych ekip, przy czym opiekunowie
nie oceniali swoich podopiecznych.
Ostateczng ocene stanowita $rednia
arytmetyczna z wystawionych punk-
téw, po odrzuceniu ocen skrajnych. O
miejscu uczestnika w koncowej klasyfi-
kacji indywidualnej decydowata suma

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

punktow uzyskanych w trzech etapach
konkursu. Kilasyfikag'a indywidualna
VI Edycji Og6lnopolskiego Konkursu
Wiedzy Biochemicznej Studentow Wy-
dziatéw Lekarskich ,SUPERHELISA
2009". Pierwsze miejsce zajeta Anna Pie-
trzak z Uniwersytetu Medycznego im.
K. Marcinkowskiego w Poznaniu (132,4
punkta), drugie miejsce Kamil Chu-
dzinski z | Wydziatu Lekarskiego War-
szawskiego Uniwersytetu Medycznego
(132,3 punkta), a trzecie miejsce Michat
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Kowara z | Wydziatu Lekarskiego War-
szawskiego Uniwersytetu Medycznego
(130,6 punkta). Zdaniem oceniajacych
poziom Konkursu byt bardzo wysoki,
o kolejnosci na podium decydowalty
réznice dziesietnych punktéw; stad de-
cyzja Komisji, w klasyfikacji indywidu-
alnej przyznane zostaty dwa pierwsze
miejsca. W sobotnie popotudnie 16 maja
w sali wyktadowej Katedry Biochemii
Lekarskiej CM UJ uroczyscie zakon-
czono  Konkurs

Organizatorzy Konkursu pra-
gng podziekowaé wszystkim, ktdrzy
przyczynili sie do realizacji VI Edycji
Ogélnopolskiego Konkursu Wiedzy
Biochemicznej Studentow Wydziatow
Lekarskich ,SUPERHELISA 2009" w
Krakowie. Szczegdlne podziekowa-
nia sktadajg sponsorom: Dziekanowi
Wydziatu Lekarskiego prof. dr hab.
Tomaszowi Grodzickiemu, Urzedo-
wi Miasta Krakowa, a takze firmom

(Fot. 3). Wszyscy
uczestnicy Kon-
kursu otrzymali
z rak prof. dr hab.
Piotra  Laidlera
dyplomy, a naj-
lepsi takze cenne
nagrody ksigzko-
we, pamigtkowe
statuetki oraz
upominki (Fot. 4).
Nastepnie wszy-

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

(0] stypendium
programu ,,Kolumb*

scy uczestnicy i
ich opiekunowie

Fotografia 3. Uroczyste zakonczenie "SUPERHE-
LISY 2009 w sali wyktadowej Katedry Biochemii
Lekarskiej CM UJw Krakowie.

Fundacji Nauki Pol-
skiej ubiegato sie w

zostali zaproszeni

na spotkanie, w

ktérym udziat wzieli rowniez pracow-
nicy Katedry Biochemii Lekarskiej CM
UJ, zaangazowani w przygotowanie i
przeprowadzenie Konkursu. Czas spo-
tkania uptynat na wymianie doswiad-
czen, wrazen i opinii oraz wesoltym
biesiadowaniu mito$nikéw biochemii,
ktérzy w tym roku spotkali sie w Kra-
kowie. Nalezy tez wspomnie¢, ze dla

20. edycji konkursu

113 kandydatow. W
wyniku oceny zgtoszonych wnioskéw
do drugiego etapu (rozmowy kwalifi-
kacyjne) zaproszono 28 oséb. Zgodnie
z decyzjg zarzagdu FNP laureatami kon-
kursu zostato jedenastu mtodych uczo-
nych ze stopniem doktora. Zwyciezcy
konkursu wyjada na staze naukowe do
prestizowych zagranicznych o$rodkéw

badawczych w Da-

uczestnikéw SU-
PERHERLISY2009
zorganizowano
w piagtek, 15 maja
zwiedzanie boga-
tych i ciekawych
zbiorbw Muzeum
Anatomii Uniwer-
sytetu  Jagiellon-
skiego Collegium
Medicum,  ktére
jest najstarszym i
najwiekszym w
Polsce oraz jed-
nym z wiekszych
w Europie muzeéw anatomicznych.
Ponadto uczestnicy mito spedzali wolny
czas na zwiedzaniu Krakowa, a dodat-
kowa atrakcja byta mozliwosé wigczenia
sie w imprezy towarzyszace Festiwalo-
wi Nauki, trwajagcemu w dniach 14-
16.05.09, popularyzujgcemu krakowskie
wyzsze uczelnie wérod mieszkancow i
odwiedzajgcych miasto gosci.

Fotografia 4. Wreczenie nagréd.

nii, Hiszpanii, Nie-
miec, Stanéw Zjed-
noczonych i Wiel-
kiej Brytanii. Wsrod
zwyciezcow znalezli
sie doktoranci Insty-
tutu Chemii Orga-
nicznej Politechniki
Lodzkiej, Instytutu
Fizyki Jadrowej im.
Henryka Niewod-
niczanskiego PAN,
Wydziatlu  Chemii
Uniwersytetu War-
szawskiego, Katedry i Zaktadu Synte-
zy i Technologii Chemicznej Srodkéw
Leczniczych Uniwersytetu Medyczne-
go w Lublinie, Wydziatu Lekarskiego
Akademii Medycznej w Biatymstoku,
Instytutu Fizyki Teoretycznej i Astrofi-
zyki Uniwersytetu Gdanskiego, Insty-
tutu Chemii Organicznej PAN, Instytu-
tu Matematyki PAN, Instytutu Filologii
Orientalnej Uniwersytetu Jagiellonskie-
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go, Katedry Medycyny Sadowej Uni-
wersytetu Medycznego w Gdansku i
Instytutu  Archeologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Ze stypendidéw progra-
mu ,,Kolumb" moga skorzysta¢ miodzi
naukowcy ze stopniem doktora, ktorzy
jeszcze nie odbyli po doktoracie dtuz-
szego stazu zagranicznego. Program
stypendialny ,,Kolumb" umozliwia im
odbycie stazu od sze$ciu do dwunastu
miesiecy w najlepszych osrodkach na-
ukowych swiata. Kandydaci sg oceniani
na podstawie dotychczasowego dorob-
ku naukowego oraz przedstawionego
planu pracy, jaki zamierzajg realizowac
w zagranicznym os$rodku. Waznym
kryterium przyznania stypendium jest
ranga naukowa wybranego os$rodka.
Srednia wysoko$¢ stypendiéw wynosi
od 3 tys. do 6 tys. euro miesiecznie, w
zaleznosci od miejsca odbywania sta-
zu. Fundacja pokrywa koszty podrézy
stypendysty ijego wspotmatzonka, jesli
zamierza on przebywac ze stypendystg
co najmniej przez potowe okresu sty-
pendium, a takze koszty ubezpieczenia
stypendysty w czasie poby-
tu za granicg. Szczegdtowe
informacje na temat zasad
konkursu mozna znalez¢ na
stronie:  www.fnp.org.pl/
aktualnosci/.

Polscy naukowcy chcg
znalez¢ zwiagzki przeciw-
bakteryjne umozliwiajgce
stworzenie  skuteczniej-
szych antybiotykéw. Nad
projektem bedzie praco-
wat zesp6t dr Joanny Tryl-
skiej. Pienigdze na badania i utworze-
nie zespotu badawczego (okoto 2 min
ztotych) przyznata Fundacja na rzecz
Nauki Polskiej, w ramach programu
»ream'. Prowadzony, przez dr Joan-
ne Trylska i jej zesp6t z Interdyscy-
plinarnego Centrum Modelowania
Matematycznego i Komputerowego
Uniwersytetu Warszawskiego, pro-
jekt badawczy ,,Peptydowy kwas nu-
kleinowy jako inhibitor translacji u bak-
terii" bedzie prowadzony przez cztery
lata. W tym czasie zostanie utworzony
12-osobowy zespét ztozony m.in. z fi-
zykéw, matematykow, informatykow,
chemikow i biologéw molekularnych.
Polscy naukowcy bedg wspotpracowali
z trzema instytucjami zagranicznymi.
Uniwersytet Kalifornijski w San Die-
go i Scuola Normale Superiore w Pizie

Fotografia
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5.
Grzegorz Wegrzyn.

pomoga w rozwijaniu komputerowych
technik projektowania, a Uniwersytet
w  Wirginii w przeprowadzeniu do-
Swiadczen.

Przyznane fundusze umozliwig
opracowanie i wstepne przetestowa-
nie doswiadczalne nowych zwigzkéw
przeciwbakteryjnych, z ktérych by¢
moze powstang antybiotyki. Majg by¢
one skuteczniejsze niz dotad i
utrudnia¢ szybkie uodpornie-
nie sie bakterii na ten rodzaj
lekow.

Laureatami Il i Il edycji
2009 konkursu Programu Team
zostali dr Andrzej Dziembow-
ski z IBB PAN, prof, dr hab. Ro-
bert Hotyst z Instytutu Chemii
Fizycznej PAN, prof, dr hab. Jo-
zef Korecki z Wydziatu Fizyki
i Informatyki Stosowanej AGH

Fotografia 6. Mgr Boze
na Nejman.

stosowanie w gospodarce, zgtaszane
przez studentéw, absolwentéow lub
doktorantow z catej Polski. Dofinanso-
wanie otrzymywane przez laureatow
programu pokrywane jest z funduszy
europejskich w ramach Dziatania 1.2
~Wzmocnienie potencjatu kadrowego
nauki" Programu Operacyjnego Inno-
wacyjna Gospodarka 2007-2013. AGT.
Nagrodzeni przez FNP to Bozena Nej-
man (Fot. 6) z Uniwersytetu
Gdanskiego, Justyna Gro-
madzka (Fot. 7) z Politech-
niki Gdanskiej, Agnieszka
Butwin z Zachodniopomor-
skiego Uniwersytetu Techno-
logicznego, Pawet Chrustek
z Uniwersytetu Jagiellon-
skiego, Magdalena Iwanicka
z Uniwersytetu im. Mikotaja
Kopernika w Toruniu, Kamil
Kwiatkowski z Uniwersytetu
Warszawskiego

w Krakowie, dr hab. Joanna
Kufel z Wydziatu Biologii UW,
prof, dr hab. Krzysztof Narkiewicz z
UM w Gdansku, prof, dr hab. Maria
Nowakowska z Wydzia-
tu Chemii UJ, prof, dr hab.
Grzegorz Wegrzyn (Fot. 5) z
Wydziatu Biologii UG, prof,
dr hab. Konrad Banaszek z
Instytutu Fizyki Teoretycznej
UW, prof, dr hab. Wojciech
Gawlik z Wydziatu Fizyki,
Astronomii i Infor-
matyki  Stosowanej
UJ, prof, dr hab. inz.
Karol Grela z Wy-
dziatu Chemii UW,
dr hab. Dorota Gryko
z Instytutu Chemii Organicznej
PAN, prof, dr hab. Krzysztof
Liberek z Miedzyuczelnianego
Wydziat Biotechnologii UG i
Gdarnskiego Uniwersytetu Me-
dycznego, doc. dr hab. Tomasz
Lipniacki z Instytutu Podsta-
wowych Probleméw Techniki
PAN oraz prof, dr hab. Woj-
ciech Mtiynarski z Wydziatu
Pediatrii, Onkologii, Hematologii, Dia-
betologii, Uniwersytetu Medycznego w
t odzi,

Profesor

W 1II edycji programu Ventures
FNP wytoniono siedmiu laureatow.
Trafi do nich milion ztotych, tj. 3 tys.
z} miesiecznie oraz grant badawczy
do 35 tys. zt rocznie, na realizacje
projektu. Program wspiera projekty
naukowe, ktérych wyniki majg za-

Fotografia 7. Mgr Justy
na Gromadzka.

Ortyl z Politechniki Krakow-
skiej. Ideg programu Ventures jest za-
interesowanie zdolnych, mtodych ludzi
praca naukowa, aby zwiekszy¢ liczbe
projektow, ktérych wyniki mozna be-
dzie bezposrednio zastosowa¢ w pol-
skiej gospodarce. W ramach otrzyma-
nego dofinansowania, Bozena Nejman
z UG bedzie prowadzi¢ badania nad
mato poznanym procesem replikacji
fagéw lambdoidalnych przenoszacych
geny toksyn Shinga; toksyny te sg pro-
dukowane w przewodzie
pokarmowym cztowieka
i wywotujg m. in. zatrucia
pokarmowe, matoptytkows
plamice zakrzepowag, zapale-
nie okreznicy i zesp6t hemo-
lityczno-mocznicowy. Bada-
nia pozwolg na zrozumienie
molekularnych podstaw
procesu replikacji fagow, a
w przysztosci mogg zostac
wykorzystane do opraco-
wania skutecznych strategii
zapobiegania, tagodzenia
lub zwalczania infekcji tymi
patogenami. Nowe testy diagnostycz-
ne zwiekszytyby z kolei wykrywalnos¢
tych patogenéw w materiale klinicz-
nym i zywnosci. Justyna Gromadzka z
Politechniki Gdanskiej bedzie pracowa-
fa nad przygotowaniem do przemysto-
wego wdrozenia nowej instrumentalnej
metodyki analitycznej oceniajgcej sta-
bilno$¢ oksydacyjng olejéw roslinnych
z zastosowaniem promieniowania UV
oraz technik SPME/GC. Firmy z bran-

255

oraz Jc


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

zy tluszczowej wspoétpracujace przy
opracowywaniu metody widzg mozli-
wosC¢ jej wykorzystania jako wewnetrz-
nej procedury kontroli jakosci produ-
kowanych olejéw w swoich laborato-
riach kontrolno-badawczych. Termin
przyjmowania  wnioskéw

przyznawanej przez prezydenta
USA, Presidential Award for Excel-
lence In Science, Mathematics and
Engineering Mentoring (program PA-
ESMEM). W programie PAESMEM na-
gradzani sag wyktadowcy pracujacy na
rzecz poprawy pozycji grup

do kolejnej edycji programu
Ventures mija 31 pazdzierni-
ka tego roku. Dokumentacje
konkursowg oraz szczegoto-
we informage mozna zna-
lez¢ na stronie internetowej
Fundacji (www.fnp.org.pl).

Celem programu FNP
Miedzynarodowe Projekty
Doktoranckie jest wspiera-
nie jednostek wspdtpracuja-
cych z partnerem zagranicz-
nym przy realizacji studiow
doktoranckich. Program
obejmuje wszystkie dzie-
dziny nauki, i jest adresowany do
konsorcjow naukowych ztozonych z co
najmniej jednej instytucji polskiej i co
najmniej jednej zagranicznej, prowadza-
cych wspolnie projekty doktoranckie.
W roli koordynatora konsorcjum musi
wystepowaé jednostka polska, ktéra
posiada nadang przez Ministra Na-
uki i Szkolnictwa Wyzszego pierwsza
kategorie w aktualnej ocenie parame-
trycznej oraz prawo nadawania stop-
nia naukowego doktora. W 2009 roku
finansowaniu podlegajg: imienne
stypendia naukowe dla doktorantéw
w wysokosci 3000 zt miesiecznie (pod-
czas pobytu zagranicznego —4500 z4);
koszty ubezpieczenia emerytalnego i
rentowego ZUS (jeslijestoptacane przez
doktorantéw); granty badawcze w wy-
sokosci zaleznej od liczby doktorantow
realizujacych projekty oraz rzeczywi-
stych kosztéw prowadzonego projektu
(nie wiekszej niz 35000 zt rocznie dla
jednej osoby). Kolejny termin sktada-
nia wnioskow to 31 pazdziernika 2009
r. Laureatami tegorocznego Konkursu
zostali Koordynatorzy projektow: prof.
Alina Ciach (Instytut Chemii Fizycznej
PAN), dr hab. Piotr Gwiazda (Uniwer-
sytet Warszawski), prof. dr hab. Jacek
Mtynarski (UJ), prof. dr hab. Mirostaw
Wielgos (WUM), prof. dr hab. Adam
Szewczyk (Instytut Biologii Do$wiad-
czalnej PAN) (Fot. 8).

Polski naukowiec pracujacy w
Stanach Zjednoczonych, prof. Jerzy
Leszczynski (Fot. 9), zostat jednym
z laureatéw prestizowej nagrody
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Fotografia 8. Profesor Adam
Szewczyk.

stanowigcych mniejszos¢ w
Swiecie nauki, technologii,
inzynierii i matematyki (np.
kobiet, mniejszosci, o0sob
uposledzonych). Laureaci to
liderzy w staraniach o zbu-
dowanie narodowej kadry
naukowej, technologicznej,
inzynieryjnej i matematycz-
nejw USA. Prof. Leszczynski
kieruje Interdyscyplinarnym
Centrum Nanotoksykologii
(Interdisciplinary Centre for
Nanotoxicity) w amerykan-
skim Jackson State Universi-
ty. To z jego inicjatywy zawarto umowe
0 wspotpracy pomiedzy Politechnika
Wroctawskg i Jackson State University.
W ramach umowy 10 amerykanskich
studentdéw i doktorantéw odbyto staze
w Politechnice Wroctawskiej, a kilkuna-
stu studentéw, doktorantéw i pracow-
nikéw naukowych Politechniki odbyto
staze na Uniwersy-

rodowe Laboratorium Technologii
Kwantowych, ktore sfinansuje Unia
Europejska z programu operacyj-
nego ,lnnowacyjna Gospodarka.
Spotkanie inaugurujace dziatalnos¢
Laboratorium odbyto sie 27 lipca
br. na Uniwersytecie Warszawskim.
Laboratorium ma by¢ ogé6lnopolska
platformg wspdtpracy i wymiany
doswiadczen nad technologiami
kwantowymi. W zamierzeniu po-
wstang cztery nowe pracownie na-
ukowe, a okoto dwadziescia juz
istniejagcych bedzie zmodernizowa-
nych i wyposazonych w nowocze-
sny sprzet. Laboratorium przeznaczy
takze otrzymane fundusze na szkolenia
dla doktorantéw i studentéw, aby po-
zyska¢ mtodych ludzi zajmujacych sie
bez reszty pracg naukowg. Organiza-
torzy ktadac nacisk na sfere doswiad-
czalng zamierzajg roztoczy¢ opieke nad
rozproszonymi grupami badawczymi
zajmujacymi sie technologiami kwan-
towymi. Interdyscyplinarne badania w
nowej placéwce w dziedzinie inzynierii
kwantowej moga mie¢ znaczenie dla
rozwoju technologii informacyjnych,
metrologii, nawigaqi, inzynierii ma-

tecie. Laureat zaj-
muje sie badaniami
m. in. natury wig-
zan chemicznych,
powierzchni energii
potencjalnej, struk-
tury i wiasnosci
czasteczek zawiera-
jacych ciezkie pier-
wiastki oraz che-
mig powierzchni i
atmosfery. Od 1999
r. wspotpracuje z Zaktadem Modelo-
wania Molekularnego i Chemii Kwan-
towej Wydziatu Chemicznego Politech-
niki Wroctawskiej. Prof. Leszczyniski od
roku 2003 wspotorganizuje cykl corocz-
nych konferencji ,,Modeling & Design
of Molecular Materials" oraz ,,Biomo-
lecular Interactions"”, ktére odbywaja
sie na przemian w Polsce i w Czechach.
Uczony juz w 2001 r. zostat odznaczo-
ny przez prezydenta USA, otrzymu-
jac wowczas ,Millenium Award for
Teaching and Research Excellence in
Mathematics, Science, Engineering and
Technology".

Za ponad 47 miliondw ztotych
konsorcjum siedmiu krajowych
instytucji naukowych utworzy Na-

Fotografia 9. Profesor Jerzy Leszczynski.

teriatowej, ochrony
zdrowia i ochrony $ro-
dowiska. Narodowe

Laboratorium Techno-
logii Kwantowych jest
wspblnym projektem
Uniwersytetu War-
szawskiego —koordy-
natora projektu, Poli-
techniki Wroctawskiej,
Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu,
Uniwersytetu  Jagiel-
lonskiego, Uniwersytetu Gdarskiego,
Uniwersytetu £ 6dzkiego i Instytutu Fi-
zyki Polskiej Akademii Nauk (Naukaw
Polsce, lipiec 2009).

Biofarma — Centrum Biotech-
nologii, Bioinzynierii i Bioinforma-
tyki jest tworzone na Slasku przez
konsorcjum wiodagcych w regionie
uczelni. Modernizacja budynkéw
oraz zakup specjalistycznej aparatu-
ry naukowo-badawczej na potrzeby
14 nowych i istniejgcych laborato-
riow Centrum pochtonie niemal 90
min zt do konca 2012 r. Konsorcjum
powotaty w kwietniu 2007 r. Politech-
nika Slaska, Uniwersytet Slaski, Slaski
Uniwersytet Medyczny oraz Centrum
Onkologii - Instytut im. Marii Skto-
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dowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach.
Uczelnie porozumiaty sie, by wspdlnie
aplikowac¢ o $rodki na inwestycje i ba-
dania w dziedzinie biotechnologii, bio-
inzynierii i bioinformatyki, prowadzo-
ne przez sie¢ wspotpracujacych ze soba
laboratoriow, a stuzace rozwojowi no-
woczesnych technologii.

szajg zainteresowanie jego produkcjg i
dystrybucja (Nauka w Polsce, czerwiec
2009).

Biatko LRG wykryli w moczu spe-
cjalisci z Children's Hospital w Bosto-
nie. Moze by¢ ono szczeg6lnie charak-
terystyczne dla zapalenia wyrostka.

Jako pierwsze bedg mo-
dernizowane budynek
Wydziatu Chemicznego
Politechniki Slaskiej w
Gliwicach ilaboratorium
mikroskopii  elektrono-
wej w Zabrzu-Rokitnicy.
Projekt bedzie realizo-
wany w ramach progra-
mu operacyjnego ,,Inno-
wacyjna Gospodarka",
z puli przeznaczonej na
rozwoj osrodkéw o wy-
sokim potencjale badaw-
czym. Niewykluczone, ze w ramach
konsorcjum w gliwickim Centrum On-
kologii uda sie zbudowaé bank tkanek.
Datoby to mozliwo$¢ pozyskiwania
kolejnych $rodkéw, ktére mogag byc¢
pdzniej inwestowane w inne projekty
badawcze (Nauka w Polsce, 2009).

Biometryczny terminal, rozpoznaja-
cy osobe na podstawie unikatowego dla
kazdego z nas uktadu zyt dtoni skon-
struowali pracownicy Instytutu Maszyn
Matematycznych w Warszawie (IMM).
Moze on postuzyé jako urzadzenie
kontroli dostepu lub system rejestraqi
czasu pracy. W dobie poszukiwania
metod bardziej odpornych na fatszer-
stwa pobieranie cech biometrycznych
jest najbardziej sprawdzong i pewng
metodg identyfikowania cztowieka.
Uktad zyt jest indywidualny i nie-
zmienny dla kazdego cztowieka juz od
czwartego roku zycia. Wprawdzie ciato
dziecka rosnie, a wraz z nim caty uktad
sie¢ zwieksza, to jego charakterystycz-
ne elementy pozostajg state. Zmieniajg
sie jedynie proporcje. Promieniowanie
podczerwone wykorzystuje sie do zdej-
mowania obrazu zyl, ktory nastepnie
poddaje sie obrébce, aby uzyska¢ dane
najbardziej przydatne do identyfikacji,
i dalej obraz przygotowuje sie do ana-
lizy cyfrowej. Informacje o uktadzie zyt
przetwarza si¢ i przechowuje nie w for-
mie obrazow, lecz wzorcow. Stuza one
do poréwnania z wzorcem uzyskanym
z czytnika, a praktycznie ustala sie czy
osoba jest tg, za ktdrg sie podaje. Urza-
dzenie jest obecnie na ostatnim etapie
konstrukcji, a prywatne firmy juz zgta-
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Fotografia 10. Dr Weronika Chanska.

Do jego o0znaczania
wykorzystuje sie teraz
technike  spektrome-

trii  masowej, jednak
prawdopodobnie uda
sie opracowac¢ odpo-
wiednie paski testowe
(PAP, czerwiec 2009).

Debata ,,Filozofia i
etykajakosci zycia w me-
dycynie  wspotczesnej.
Préba  rozstrzygniecia
sporu pomiedzy etyka
jakosci zycia aetyka Swietosci zycia na tle
wspotczesnej medycyny"”, organizowana
przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej,
odbyta sie 18 czerwca 2009 roku w Bi-
bliotece Uniwersyteckiej w Warszawie.
Pretekstem do podjecia debaty byta
ksigzka dr Weroniki Chanskiej (Fot.
10) pt. ,,Nieszczesny dar zycia. Filozofia
i etyka jakosci zycia w medycynie wspot-
czesnej", wydana w serii Monografie
FNP. Do dyskusji zaproszono poza
autorkg prof. Andrzeja Gorskiego
— specjaliste nauk medycznych, prof.
Zbigniewa Szawarskiego — hioety-
ka i filozofa medycyny, ksiedza prof.
Andrzeja Szostka — filozofa i etyka
chrzescijanskiego. Debate prowadzit
redaktor Krzysztof Michalski z Polskie-
go Radia.

Spotkanie rozpoczat prof. Maciej
Zylicz, prezes FNP, pytaniem, czy
kryteria moralne maja by¢ w dysku-
sji 0 granicach zycia takie same, jak te
stosowane w trakcie zycia cztowieka.
To sg zagadnienia, na ktore wspotcze-
sne spoteczenstwa beda musiaty w naj-
blizszym czasie odpowiedzie¢, choéby
dlatego, ze rozw6j medycyny sprzyja
przedtuzeniu ludzkiego zycia. Dr We-
ronika Chanska w swej ksigzce pod-
jeta probe przedstawienia stanowisk
dotyczacych sposobdw podejmowania
decyzji o koncu ludzkiego zycia. Au-
torka nakreslita w wystgpieniu dwie
doktryny, ktére jej zdaniem reprezen-
tuja konkurencyjne wizje rozwigzania
poruszonego problemu, przeciwsta-
wiajac etyke Swietosci zycia etyce jako-

4ci zycia. Kwestie te nabierajg wielkiego
znaczenia w sytuacji, gdy czas, miejsce
i sposob, w jaki chorzy umieraja, sg dla
nich bardzo wazne. Autorka pesymi-
stycznie widzi mozliwos$¢ znalezienia
kompromisu w kwestii rozstrzygniecia
stosowania kryterium S$wietosci zycia
(najwieksze dobro to przede wszystkim
podtrzymanie zycia), czy jakosci zycia
(najwieksze dobro to zapewnienie czto-
wiekowi satysfakcjonujgcych warun-
kéw zycia), cho¢ oczywistym dla niej
jest przyjecie, po debacie publicznej,
jednoznacznych rozwigzan prawnych
regulujacych te kwestie. Prof. Andrzej
Gorski wyrazit opinie, ze poszukiwa-
nia kompromisu powinny by¢ konty-
nuowane. Powotujac sie na zapisy obo-
wigzujacego w Polsce Kodeksu Etyki
Lekarskiej i Kodeksu Etycznego Swia-
towej Organizacji Lekarzy wykluczyt
zdecydowanie uczestnictwo lekarza w
zadawaniu $mierci, cho¢ lekarz majac
swobode w wyborze metod leczenia,
powinien ograniczy¢ czynnosci lekar-
skie do istotnie potrzebnych choremu i
moze zaprzesta¢ uporczywego leczenia
w stanach terminalnych, kiedy rokowa-
nia sg beznadziejne. W terminie ,,opty-
malna jako$¢ zycia" prof. Gérski upa-
truje mozliwo$¢ wypracowania kom-
promisu. Prof. Zbigniew Szawarski
zarysowat filozoficzng i etyczng per-
spektywe dramatycznych przypadkow
medycznych. Stwierdzit, ze kompro-
mis pomiedzy doktrynami Swietosci i
jakosci zycia jest mozliwy, bo ludzie o
réznorodnych pogladach w cywilizo-
wanych spoteczeristwach nie musza
sie godzi¢ na wszystko, ale majg row-
ne prawa w sferze decyzji moralnych.
Ksigdz, prof. Andrzej Szostek, uznat,
ze wobec, jego zdaniem, oszczednego
opisu doktryny $wietoSci zycia nie jest
mu tatwo zaprezentowac jg i bronic.
Podkreslit, ze w rozumieniu Kosciota
katolickiego, ktory reprezentuje stano-
wisko okre$lane jako doktryna S$wie-
tosci zycia, to sam cztowiek, nie zycie,
jest najcenniejszy. Wedtug stanowiska
Kosciota ochrona zycia cztowieka jest
dla cztowieka podstawowym warun-
kiem do osiagniecia jakiegokolwiek
innego dobra. Z tego powodu Kosciot
stawia punkty graniczne, wyznaczajac
wyraznie obszar ochrony zycia, ale nie
zabrania, awrecz zacheca do dyskusji o
sytuacjach granicznych, w ktérych na-
lezy dokonywac trudnego wyboru.

Pod redakcjg Teresy Wesotowskiej
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LISTY OD CZYTELNIKOW

Szanowny Pan

Prof. Stawomir Pikuta

Redaktor Naczelny

»,Postepow Biochemii"

ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Szanowny Panie Profesorze,

Zgromadzeni na corocznej konfe-
rencji kierownikéw Katedr Biochemii
uczelni medycznych, jaka miata miej-
sce w Poznaniu w dniach 29-30 maja
br., pragniemy ustosunkowac sie do
listu prof. Edwarda Bankowskiego,
skierowanego do Pana /.../. List zo-
stat ogtoszony w redagowanym przez
Pana czasopiSmie w tomie 54/4, str.
347-349 w 2008 roku. Pragniemy row-
niez odnie$¢ sie do listu / prof./ Zofii
Zarebskiej (Postepy Biochemii 55/1,
20, 2009), krytycznie oceniajacej za-
rzuty, jakie znalazty sie w liscie prof.
Bankowskiego. Profesor wskazat na
merytoryczne biledy pojawiajgce sie
w niektérych artykutach publikowa-
nych w Postepach Biochemii. Uwagi
zawarte w liscie prof. Bankowskiego
daja sie uja¢ w trzy grupy:

— grupa pierwsza dotyczy bited-
nego postugiwania sie terminami me-
dycznymi;

— grupa druga zawiera uwagi
wskazujgce na btedy w terminologii
chemicznej;

— grupa trzecia — najliczniejsza
— traktuje o btedach w terminologii
biochemicznej oraz o uchybieniach
w interpretacji procesow biochemicz-
nych.

Akceptujac /.../ uwagi prof. Ban-
kowskiego, chcemy wyrazi¢ swoje
stanowisko wobec polemicznego li-
stu prof. Zofii Zarebskiej poddajgcej
w watpliwo$¢ merytoryczng wartos$¢
spostrzezern prof. Bankowskiego.
Swoje uwagi prof. Zarebska rozpo-
czeta od krytycznej oceny stwierdze-
nia prof. Bafnkowskiego, ze ,nie ma
choroby zwanej artretyzmem™. Au-
torka listu zapewnia, ze ,termin taki
figuruje w polskich stownikach me-
dycznych réwnowaznie z terminem
dna —skaza moczanowa". Nie wie-
my jakie polskie stowniki medycz-
ne skionity autorke do wyrazenia
takiego pogladu. Wiemy natomiast,
ze najbardziej autorytatywne Zzrédto
jakim jest Wielki Stownik Medyczny
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(PZWL, 1996) hasta ,artretyzm" nie
zawiera. Ten sam stownik informuje:
»dna —arthritis urica / .../ (przebie-
ga ) z napadami ostrego zapalenia
stawow" (op. cit. str. 283). Podobng
informacje mozna znalez¢ w rozdzia-
le ,Metabolizm nukleotydéw pury-
nowych i pirymidynowych” zawar-
tym w Biochemii Harpera (PZWL,
2004). Wrozdziale tym czytamy: ,,dna
moczanowa /.../ wywotuje ostre za-
palenie stawdéw". We wspomnianej
Biochemii Harpera réwniez nie znaj-
dujemy hasta ,artretyzm". Fakty te
sprawity, ze z polskiego nazewnic-
twa medycznego usunieto nic nie
mowiacy termin ,artretyzm", zaste-
pujac go oddajagcym istote sprawy /
terminem/ ,arthritis”. Wprawdzie w
anglojezycznych stownikach widnie-
je hasto ,artretyzm" (Jan Stanistaw-
ski, Wielki Stownik Polsko-Angiel-
ski, Wiedza Powszechna 1966, tom 1,
str. 27), ale jest to polskie — niestety
btedne — ttumaczenie angielskiego
/pojecial ,arthritis, gout” (dna). Tak
wiec uznanie za merytoryczny biad
stwierdzenia prof. Bankowskiego,
ze ,,nie ma choroby zwanej artrety-
zmem" jest bezpodstawne.

Dla wykazania mylnego pogladu
/prof./ Zarebskiej, ze spostrzezenie
prof. Bankowskiego, iz ,,nie ma skrze-
poéw wewnatrznaczyniowych" jest
rowniez merytorycznie btedne, przy-
taczamy definicje skrzepu i zakrzepu.
Obie definicje pochodzg ze wspo-
mnianego wyzej Wielkiego Stowni-
ka Medycznego. Skrzep (ang. blood
ciot) to ,,galaretowata masa powsta-
jaca w prawidtowych warunkach z
krwi znajdujgcej sie poza naczyniami
krwiono$nymi" (Wielki Stownik /M e-
dyczny/, str. 1237), natomiast zakrzep
(ang. thrombus) to ,,osad w Swietle zy-
wych naczyn krwionos$nych” (Wielki
Stownik / Medyczny/ str. 1522).

Przytoczone definicje jednoznacz-
nie potwierdzajg stuszno$¢ krytycz-
nej oceny prof. Bankowskiego, ze
»hie ma skrzepé6w wewnatrznaczy-
niowych™ i kazg uznaé¢ stanowisko
Iprof./ Zarebskiej za pozbawione
podstaw. Nie wiemy, jakie jeszcze
spostrzezenia /prof. Bankowskie-
go/ uwaza /prof./ Zarebska za
merytorycznie biedne, poniewaz

w swoim liscie ograniczyta sie do
wspomnianych dwdéch kwestii.

Zgadzamy sie natomiast z pogla-
dem /prof./ Zarebskiej, ze ,nadzoér
merytoryczny nad polszczyzng w
czasopi$mie, nie moze by¢ dzietem
jednej osoby". JesteSmy Swiadomi, ze
Redakcja Postepoéw Biochemii dys-
ponuje znakomitymi redaktorami,
ktérych kompetencje dotyczace pol-
skiego nazewnictwa medycznego,
chemicznego i biochemicznego s3
niekwestionowane. Zakres oddzia-
tywania ,Postepow Biochemii” jest
jednak na tyle znaczny, ze poprawna
terminologia haset bedacych trescig
publikowanych tam artykutéw poza
walorami naukowymi ma rbéwniez
walor dydaktyczny. Ten fakt —poza
polemika z listem /prof./ Zofii Za-
rebskiej — sprawit, ze zgromadzeni
na konferencji — byli i aktualni —
kierownicy Katedr Biochemii uczelni
medycznych, podjeli inicjatywe wy-
stapienia z niniejszym listem do Pana
Redaktora Naczelnego.

Z upowaznienia uczestnikdw kon-
ferencji, z wyrazami szacunku,

[-1Janusz Greger

Katedra Biochemii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w todzi
ul. Mazowiecka 6/8, 92-215 t 6dz
t6dz, 12 czerwca 2009 roku

Szanowny Panie Redaktorze,

Pragne zwro6ci¢ uwage na razacy
btad, wystepujacy ostatnio w kilku ar-
tykutach w Postepach Biochemii, mia-
nowicie ,egzon" zamiast prawidto-
wego terminu ,ekson" (utworzonego
od terminu ,ekspresja"). Komunikat
Komisji Stownictwa Biochemicznego
na ten temat ukazat sie w Postepach
Biochemii, w tomie 42, str. 369 (1996).
Sadze, ze Redakcja powinna uczulaé
recenzentéw artykutéw na poprawia-
nie stownictwa.

Z powazaniem,
Janina Kwiatkowska-Korczak

(e-mail: biochsek@bioch.am.wroc.pl)
Wroctaw, 2009-06-27

www.postepybiochemii.pl
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Izoenzymy cytochromu P450 w metabolizmie
zwigzkdéw endo- i egzogennych

STRESZCZENIE

ytochromy P450 (CYP) nalezg do enzymatycznych biatek hemowych wystepujacych we

wszystkich organizmach zywych. W komérkach eukariotycznych katalizujg biosynteze
zwigzkoéw endogennych, gtéwnie lipidéw iich pochodnych, ale takze metabolizm ksenobio-
tykéw, w tym lekéw. W reakcjach tych substraty ulegaja C-oksydacji (hydroksylacja, epok-
sydacja, peroksydacja), N-oksydacji, S-oksydacji oraz oksydacyjnej O-, S-, i N-dealkilacji.
W konsekwencji wymienionych proceséw monooksygenacji powstajg tez produkty dime-
ryzacji, izomeryzacji oraz struktury cykliczne. 1zoenzymy cytochromu P450, kodowane w
organizmie cztowieka przez 57 genéw, réznig sie specyficznoscig substratowg. Na przyktad,
CYP51A1 petni kluczowg role w biosyntezie cholesterolu, CYP7A1, 7B1, 8B1, 27A1 i 39A1,
w biosyntezie kwasow z6tciowych, a CYP46A1l w metabolizmie oksysteroli. Za metabolizm
lekow odpowiedzialne sg gtéwnie CYP3A4, 2D6, 2C9 i 2C19 oraz dodatkowo CYP2E1 zwig-
zany tez z metabolizmem etanolu, a takze CYP1A2 znany z metabolizmu zwigzkéw kance-
rogennych. Metabolizm ksenobiotykéw mozna uzna¢ za element mechanizmdéw obronnych
organizmu przed pojawiajacymi si¢ w $rodowisku nowymi substancjami obcymi, a jedno-
cze$nie spetnia on funkcje aktywacji ksenobiotykow, w tym lekéw.

WPROWADZENIE

Cytochromy P450 (CYP) to liczna i wielofunkcyjna nadrodzina biatek enzy-
matycznych wykazujacych aktywnosé monooksygenaz [1], Cytochromy P450
naleza do biatek hemowych i wystepujg we wszystkich organizmach zywych,
poczawszy od bakterii, poprzez grzyby i rosliny, do zwierzat i ludzi. Obecne
sa we wszystkich typach komérek ssakéw, za wyjatkiem dojrzatych erytrocy-
tdw. Szczeg6lnie wysoka aktywnos¢ zréznicowanych izoenzymdw CYP stwier-
dza sie w siateczce $rédplazmatycznej hepatocytéw i chociaz wystepuja takze
w komdrkach ptuc, nerek, serca, jelit, mézgu i skory, to ich tgczna aktywnosé
jest tam nizsza, niz w watrobie [2], W komérkach eukariotycznych cytochromy
P450 zaangazowane sg z jednej strony w metabolizm zwigzkéw endogennych,
np. biosynteze cholesterolu i hormondw steroidowych lub metabolizm kwaséw
ttuszczowych iich pochodnych, z drugiej zas strony w aktywacje lub inaktywa-
cje lekow i metabolizm innych zwigzkéw obcych dostajgcych sie do organizmu.
Druga grupa przemian rozwineta sie prawdopodobnie w wyniku ewolucji CYP
metabolizujgcych substraty endogenne [3,4],

W oparciu o strukture pierwszorzedowa izoenzymy cytochromu P450 zostaty
zaklasyfikowane do rodzin i podrodzin. Enzymy nalezace do jednej rodziny, np.
CYP1, wykazujg identyczno$¢ struktury pierwszorzedowej co najmniej w 40%, a
cztonkowie podrodzin np. CYP1A, w ponad 55%. Dotychczas zidentyfikowano
781 rodzin cytochromu P450: 205 w komorkach bakterii, 61 w komérkach Proti-
sta, 310 w organizmach grzybéw, 95 roslin i 110 w organizmach zwierzat. Mimo
stosunkowo niskiej ogoélnej liczby rodzin w organizmach roslin, wystepuje tam
duze wewnetrzne zréznicowanie podrodzin i izoenzymdéw CYP. Na przykiad,
w komorkach ryzu stwierdzono az 452 geny CYP, podczas gdy u cztowieka wy-
stepuje ich 57, kodujgcych 58 izoenzymow cytochromu P450 [5,6].

Zdolno$¢ cytochroméw P450 do metabolizowania duzej liczby réznych
zwigzkdw wynika nie tylko z r6znorodnosci izoenzymoéw oraz izoform CYP, ale
rowniez z faktu, ze wiele izoenzymow cytochromu P450 charakteryzuje sie sze-
rokg specyficznoscig substratowg. Badania strukturalnych podstaw takiej specy-
ficznosci pozwalajg na przewidywanie kierunku metabolizmu zaréwno lekéw,
jak i innych ksenobiotykdw.

Cytochromy P450 to biatka zakotwiczone w btonach biologicznych o masie
czasteczkowej od 42 do 62 kDa. Enzymy te r6znig sie strukturg pierwszorze-
dowag, co wptywa na zréznicowanie budowy ich centrum aktywnego. [7], Hem
stanowigcy grupe prostetyczng CYP, zawiera wyeksponowany w centrum ak-
tywnym atom zelaza, zwigzany koordynacyjnie z czterema atomami azotu pier-
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Anita Wisniewska

Zofia Mazerska

Katedra Technologii Lekéw i Biochemii, Wy-
dziat Chemiczny, Politechnika Gdanska,
Gdansk

AKatedra Technologii Lekéw i Biochemii,
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Stowa kluczowe: biotransformacja lekéw, cy-
tochrom-P450, izoenzymy CYP, metabolizm
ksenobiotykéw, monooksygenacja

Wykaz skrétéow: CPR — reduktaza NADPH:
cytochrom P450; CYP — cytochrom P450;
FAD —dinukleotyd flawinoadeninowy; FMN
— mononukleotyd flawinoadeninowy; MelQ
—2-amino-3,5-dimetyloimidazo-[4,5-f]chinoli-
na; NADPH — fosforan dinukleotydu nikoty-
namidoadeninowego; PhIP — 2-amino-I-me-
tylo-6-fenyloimidazo-[4,5-b]pirydyna
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$cienig porfiryno-
wego i dwoma
osiowymi Ugan-
dami, z ktorych
jeden stanowi
reszta cysteiny. W
stanie spoczynku
kompleks porfi-
ryny wystepuje w
rownowadze po-
miedzy strukturg
pieciokoordyna-
cyjnego wysoko-
spinowego jonu
Fe(lll) 'z reszty
cysteiny jako li-
gandem i szescio-
koordynacyjnego
niskospinowego
jonu Fe(lll) z cza-
steczkg wody w
pozycji trans w
odniesieniu do
cysteiny
(Ryc. 1) [1].

Zasadnicza
funkcjg enzymoéow
z nadrodziny cy-
tochroméw P450
jest kataliza reakcji utleniania zwigzkow endo- i egzogen-
nych na drodze monooksygenacji, w ktérej jeden z dwoch
atomow czasteczki tlenu wbudowywany jest do czasteczki
substratu w reakcji w/g schematu.

Rycina 1. Centrum porfirynowo-zelazowe cyto-
chroméw P450. Stan réwnowagi pomiedzy struk-
turg pieciokoordynacyjnego wysokospinowego reszty
jonu Fe(lll) z reszta cysteiny jako ligandem i sze-
$ciokoordynacyjnego niskospinowego jonu Fe(lll)
z czasteczka wody w pozycji trans w odniesieniu
do reszty cysteiny (na podstawie [1]).

RH + 02+ H++ NAD(P)H -» R-OH + HD + NAD(P)+
gdzie RH —substrat, ROH —produkt. W reakcji tej izoen-
zymy cytochromu P450 przejmujg elektron z NADPH lub
z NADH ipoprzez inne przeno$niki elektronéw przenosza
go na czgsteczke tlenu (Ryc. 2) [8].

Transfer elektronéw z NADPH na cytochrom P450 w sia-
teczce $rddplazmatycznej u cztowieka zachodzi z udziatem
flawoproteiny, reduktazy NADPH:cytochrom P450 (CPR).
Enzym ten zawiera dwie gtowne grupy prostetyczne: dinukle-
otyd flawinoadeninowy (FAD) i mononukleotyd flawinoade-
ninowy (FMN). Dwa elektrony z czasteczki NADPH sg prze-
noszone na FAD, a nastepnie po jednym elektronie na FMN,
skad sg dostarczane na hem cytochromu P450, ktory z kolei,
ulega stopniowej redukcji, przenoszac elektron na substrat RH
[9], W niektdérych reakcjach katalizowanych przez retikulame
izoenzymy cytochromu P450 transport drugiego elektronu
moze zachodzié¢ nie bezposrednio z reduktazy cytochromu
P450, ale z cytochromu b5, matego biatka hemowego o masie
formy prekursorowej 15.3 kDa, ktore réwniez znajduje sie w
siateczce $rédplazmatycznej [10,11]1

Cykl katalityczny cytochromu P450 jest inicjowany przez
zwigzanie substratu z czasteczka biatka hemowego. Zwigza-

NADPH
Reduktaza
cytochromu P450
2e
> NADP*
RH+ 0,
ROH + H;0

Cytochrom P450

Rycina 2. Schemat transportu elektronéw z NADPH na czasteczke tlenu w sia-
teczce $rédplazmatycznej z udziatem przenosnikéw elektronéw FAD i FMN,
NADPH reduktazy:cytochromu P450 oraz centrum porfirynowego cytochromu
P450.

ny z substratem Fe(lll) uktadu hemowego, znajdujacy sie w
stanie pieciokoordynacyjnym (Ryc. 1) ma wyzszy potencjat
redukcyjny (-170 mV), niz Fe(Ill) w stanie szesciokoordyna-
cyjnym (-270 mV), co zwieksza szybko$¢, z jakg nastepuje
redukcja Fe (Ill) do Fe (Il) z udziatem elektronu przeniesio-
nego z NADPH przez reduktaze cytochromu P450 [7].

IZOENZYMY CYTOCHROMU P450 U CZL OWIEKA

Izoenzymy cytochromu P450 cztowieka po raz pierw-
szy wyizolowano z siateczki $srédplazmatycznej komérek
watroby w latach 80-tych XX wieku. Byly to izoenzymy
CYP1A1,1A2, 2A6, 2C9, 2D6 i 3A4 [12-15], Rozwdj technik
rekombinacji DNA pozwolit na synteze rekobinowanych
biatek w komaérkach bakterii, drozdzy lub ssakéw. Bada-
nia roli izoenzyméw CYP w metabolizmie lekéw i innych
ksenobiotykow oraz w procesach kancerogenezy ujawnity,
ze w przemianach tych uczestniczg tylko niektore sposréd
izoenzymow CYP czlowieka, co pozwolito zawezi¢ zakres
badan do wybranych biatek. Wiedza o udziale izoenzy-
mow CYP w biotransformacji lekow wykorzystywana jest
w badaniach biodostepnosci lekow, interakcji w uktadach
lek-lek i lek-metabolit oraz w analizie efektéw toksycznych
farmakoterapii. Wazne miejsce zajmujg tez badania reakcji
katalizowanych przez cytochromy P450 w aspekcie ich roli
w procesach nowotworzenia (Tabela 1) [1,13-15].

Badania genomu cztowieka pozwolity na stwierdzenie,
ze izoenzymy cytochromow P450 kodowane sg przez 57
gendéw. lzoenzymy te nalezg do 18 rodzin i 43 podrodzin
[5], Niezaleznie od tego podziatu, bioragc pod uwage rodzaj
substratu, mozna dokona¢ klasyfikacji izoenzyméw CYP
na 6 grup, uwzgledniajgc udziat w przemianach zwigzkow
endogennych czyli steroli, kwasow ttuszczowych i eikoza-
noidéw oraz zwigzkdéw egzogennych, wérdd ktérych me-

‘Inne systemy transportu elektronéw na cytochromy P450 zostaty opisane w artykule pt. ,,Reduktaza NADPH:cytochrom P450, nie tylko partner
cytochromu P450" zamieszczonego w niniejszym numerze ,,Postepoéw Biochemii".
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Tabela 1. Klasyfikacja izoenzyméw P450 (CYP) cztowieka w zaleznosci od typu substratu, wg [28].

1Sterole  Kwasy thuszczowe Eikozanoidy Witaminy Ksenobiotyki
1B1 212 4F2 2R1 1A1
7A1 4A i 4F3 24A1 1A2
7B1 4B1 4F8 26A1 2A6
8B1 4F12 5A1 26B1 2A13
11A1 8A1 26C1 2B6
11B1 27B1 2C8
11B2 2C9
17A1 2C18
19A1 209
21A2 1 2D6
27Al 2E1
39A1 2F1
46A1 3A4
51A1 3A5

3A7

tabolizmowi z udziatem P450 ulegajg witaminy z grupy A
i D oraz ksenobiotyki (leki i substancje toksyczne) [15]. W
Tabeli 1 poza wymienionymi grupami jest tez grupa nowo
poznanych izoenzymow. Zaliczamy je do tzw. biatek
»sierocych™ dia ktérych, na podstawie struktury genomu
okreslono strukture pierwszorzedowa, ale ich rola fizjolo-
giczna jest dotychczas stabo poznana. Nie znamy funkcji
izoenzymoéw cytochromu P450 wymienionych w rubryce
»,stabo poznane" CYP2A7, 4F22, 4V2, 27C1, 20Al. O pozo-
statych wiadomo m.in., ze CYP2S1 wystepuje gtownie w
komérkach uktadu oddechowego i pokarmowego, i moze
uczestniczy¢ w metabolizmie weglowodoréw aromatycz-
nych. CYP2U1 znaleziono w ptucach, w trzustce, w watro-
bie, w sledzionie, w mieé$niach, w sercu i w moézgu. Praw-
dopodobnie jest odpowiedzialny za metabolizm kwasu
arachidonowego i innych kwaséw ttuszczowych. Ponadto
moze odgrywac istotng role w regulacji przeptywu krwi
przez m6zg. Natomiast CYP2W1 jest izoenzymem wyste-
pujacym w komodrkach nowotworowych. Podobnie jak
CYP2S1 bierze udziat w aktywacji kancerogennych poli-
cyklicznych weglowodoréw aromatycznych. Wysoki po-
ziom syntezy tego biatka stwierdzono w nowotworowych
komérkach watroby, HepG2. CYP3A43 jest izoenzymem
dziatajacym gtéwnie poza watrobg, podobnie jak CYP4X1,
ktorego ekspresje wykazano selektywnie w komdrkach
mozgu. Natomiast CYP4F11 jest prawdopodobnie kataliza-
torem reakcji 20-hydroksylacji trioksyfiliny A3, zas CYP4Z1
oo-hydroksylacji kwasu laurynowego, mirystynowego i pal-
mitynowego [16].

KLUCZOWE FUNKCJE IZOENZYMOW
CYTOCHROMU P450

Aktywno$¢ katalityczna cytochromoéw P450 jest sterowa-
na z jednej strony poprzez czynniki genetyczne, za$ z dru-
giej strony przez endogenny system regulacji hormonalnej.
Na aktywno$¢ tych enzymdéw majg rowniez wptyw zwigzki
egzogenne bedace Ugandami receptordéw jadrowych?2

Chociaz w komorkach, oprécz
nadrodziny cytochromu P450, jest

Stabo poznane substraty 1 wiele enzymdw utleniajgcych, w

2AT tym dehydrogenaza alkoholowa,
251 oksydazy ksantynowa, aldehydo-
2U1 wa i aminowa, to izoenzymy cy-
2W1 tochromu P450 petnig kluczowsg
3A43 role w metabolizmie utleniajgcym
422 [1,17]. Na przykiad, w biosynte-
4F1l zie steroli i ich pochodnych bierze
4F22 udziat kilka réznych izoenzymow
ave cytochromu P450. Kluczowag role w
ax1 tym procesie odgrywa CYP51A1,
az1 ktéry katalizuje reakcje 14a-deme-
§07A01 tylacji lanosterolu, prowadzgcg do

powstania cholesterolu (Ryc. 3).
Gen kodujgcy ten enzym wyste-
puje w komorkach wszystkich or-
ganizmach zywych poczawszy od
roélin i grzybdw po zwierzeta, co
sprawia, ze CYP51A1 bywa uzna-
wany za prekursora innych eukariotycznych izoenzymoéw
cytochromu P450 [18]. U cztowieka wykazano jego obec-
no$¢ w jadrach, w jajnikach, w nadnerczach, w watrobie i
w nerkach. W pierwszym etapie gtdwnego szlaku biosynte-
zy kwaséw zétciowych z cholesterolu wazng funkcje petni
CYP7AL, ktory katalizuje reakcje hydroksylacji w pozycji 7
(Ryc. 3). CYP7BL1 uczestniczy w alternatywnym szlaku bio-
syntezy kwas6w zoOtciowych katalizujagc 7-hydroksylacje
27-hydroksycholesterolu i kwasu 3[3-hydroksy-5-choleste-
nowego. Katalizuje on takze 7-hydroksylacje oksysterolu,
podobnie jak CYP39A1. W biosyntezie kwasow zotciowych
bierze udziat tez CYP8B1 katalizujagcy reakcje 12a-hyrok-
sylacji oraz CYP27A1, ktéry konieczny jest do syntezy
oksysteroli i utleniania tafcucha bocznego [18].

Na uwage zastuguje, biorgcy takze udziat w metaboli-
zmie cholesterolu, CYP46A1. Wystepuje on gtéwnie w neu-
ronach o$rodkowego systemu nerwowego i bierze udziat w
metabolizmie cholesterolu, ktérego stezenie w neuronach
jest wysokie [19]. Metabolit, 24S-hydroksycholesterol nale-
zacy do grupy oksysteroli, po przeniknieciu bariery krew-
mobzg transportowany jest z krwig do watroby, gdzie moze
by¢ przeksztatcony w kwasy zo6tciowe lub jest wydalany w
postaci siarczandw i glukuronianéw. Proces ten jest jednym
ze sposobdw eliminacji nadmiaru cholesterolu z neuronéw
moézgu [20]. Wykazano ponadto, ze wystepowanie formy
polimorficznej CYP46A1 powstatej w wyniku tranzycji T-C
w intronie 2 wigze sie ze wzrostem ryzyka rozwoju choroby
Alzheimera.

Izoenzymy cytochromu P450 biorg takze udziat w synte-
zie i metabolizmie witaminy D3 (cholekalcyferolu), w kto-
rym istotng role odgrywajg trzy enzymy mitochondrialne,
wspomniany powyzej CYP27Al oraz CYP27B1 i CYP24Al
[21,22], Pierwszy etap tego procesu, 25-hydroksylacja z
udziatem CYP27A1 (Ryc. 4), przebiega w watrobie, natomiast
drugi (1-a-hydroksylacja katalizowana przez CYP27B1) za-

2Wptyw polimorfizmu gendw oraz egzogennych ligandéw na ekspresje CYP jest przedmiotem artykutu p.t."Wptyw polimorfizmu i zréznicowanej
ekspresji gendw cytochromoéw P450 na metabolizm ksenobiotykéw™, opublikowanego w niniejszym numerze ,,Postepéw Biochemii".
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Rycina 3. 1zoenzymy cytochromu P450 w szlakach metabolicznych cholesterolu
(na podstawie [18]).

chodzi gtéwnie w nerkach. W wyniku tego powstaje la,25-
dihydroksywitamina D3 czyli aktywna forma witaminy D3.
Z drugiej strony izoenzym CYP24A1 katalizuje sze$cioeta-
powy proces inaktywacji tej formy witaminy [23]. Wazne
funkcje petnig takze CYP26A1 i CYP26B1, ktore biorg udziat
w przemianach pochodnej witaminy A, kwasu retinowego.
Kwas retinowy uczestniczy m.in. w procesie réznicowania
sie komédrek w trakcie rozwoju kregowcow [24]. Metaboli-
ty kwasu frans-retinowego to pochodne 4-hydroksy, 4-oxo
i 18-hydroksy. CYP26A1 i 26B1 nie rozpoznajg kwasu cis-
retinowego, chociaz metabolity obu izomeréw oddziatujg z
receptorami jadrowymi RAR i PXR, regulujgc transkrypcje
wielu gendw [18,25].

IZOENZYMY CYTOCHROMU P450 W
METABOLIZMIE KSENOBIOTYKOW

Ksenobiotyki to substancje obce dla organizmu, czesto
o wiasciwosciach lipofilowych, ktére ulegajg przemianom
metabolicznym z udziatem enzyméw wystepujacych w
komérkach. Nalezg do nich leki, kancerogeny oraz toksy-
ny srodowiskowe, np. polichlorowane bifenyle, pestycydy,
dioksyny, insektycydy. Biotransformacja ksenobiotykow w
organizmie zachodzi w dwdch fazach. Do | fazy przemian
zaliczane sg gtownie reakcje utleniania, w tym hydroksyla-
cji, a takze procesy redukcji i hydrolizy. W Il fazie biotrans-
formacji, produkty reakcji | fazy poddawane sg sprzeganiu
z kwasem glukuronowym i siarkowym oraz octowym, a
takze koniugacji z glutationem lub aminokwasami, a nie-
kiedy takze alkilacji. I-sza i H-ga faza metabolizmu kseno-
biotykow zachodzi gtéwnie w watrobie. Powstate w wy-
niku tych przemian metabolity stajg sie zwykle silniej po-
larne, a wiec lepiej rozpuszczalne w wodzie, co utatwia ich
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Rycina 4. Udziat izoenzymo6w cytochromu P450 w aktywacji i deaktywacji wita-
miny D, (na podstawie [18]).

eliminacje z organizmu, najczesciej poprzez nerki. Jednak
reakcje biotransformacji ksenobiotykéw to takze przemia-
ny prowadzace do aktywacji prolekdw i prokancerogenow
[26], W wyniku przemian enzymatycznych katalizowanych
przez enzymy | fazy zwigzki te ulegajg przeksztatceniu do
formy aktywnej, co pozwala im oddziatywaé z celem mole-
kularnym w komorce [27]. Na przyktad zwiagzki przeciw-
nowotworowe z grupy mitomycyny C lub nitrofurany i
nitroimidazole, a takze, pochodne 1-nitroakrydyny, swoja
aktywno$¢ zawdzieczajg bioredukcji prolekéw, ktora za-
chodzi w warunkach beztlenowych jakie panuja wewnatrz
tkanki nowotworowej [28,29].

Sposréd enzymow metabolizujagcych leki najwiekszy
udziat maja cytochromy P450, uczestniczac w biotransfor-
macji ok. 95% z nich. Jednak tylko kilkanascie spo$réd 58
izoenzymow CYP cztowieka jest zaangazowanych w me-
tabolizm lekéw i innych ksenobiotykéw. Najwazniejsze z
nich to CYP1A2, cztonkowie rodziny CYP2 (A6, B6, C8, C9,
C19, D6 i El) oraz CYP3A4. Ten ostatni metabolizuje ok.
50% wszystkich znanych lekéw (Ryc. 5) [30].

CYP3A4

Izoenzym CYP3A4 jest jednym z najbardziej rozpo-
wszechnionych izoenzyméw cytochromu P450 w komoér-
kach watroby i jelita cienkiego cztowieka. Stanowi okoto
60% wszystkich cytochromow P450 w watrobie i okoto 30%
catkowitej puli biatek enzymatycznych tego narzadu. Ak-
tywnos$é CYP3A4 zaobserwowano tez w ptucach, zotgdku
i jelicie grubym. W odr6znieniu od innych cytochroméw
z rodziny CYP3 nie stwierdzono obecnosci CYP3A4 w ja-
drach i w tarczycy u dorostych oraz bardzo niski poziom w
watrobie w okresie prenatalnym [15,31], Ponadto, wykaza-
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Rycina 5. Udziat izoenzyméw cytochromu P450 w metabolizmie lekéw (na pod-
stawie [30]).

no wysoki poziom CYP3A4 w niektérych komérkach nowo-
tworowych, ale doniesienia w tym wzgledzie sa sprzeczne
[26], Gen kodujacy CYP3A4 jest zlokalizowany na chromo-
somie 7 (locus:7¢q22.1).

Za podstawowa, w odniesieniu do substratow endogen-
nych, reakcje katalizowang przez CYP3A4 uznaje sie czesto
6p-hydroksylacje testosteronu. Jednak znaczenie tej reakcji,
jak i hydroksylacji innych steroidoéw, nie jest w petni udoku-
mentowane [15]. Zdecydowanie najwieksza grupa substra-
tow cytochromu 3A4 to leki posiadajagce w swej strukturze
ugrupowania o wiasciwosciach lipofilowych. Najbardziej
znane z nich to antybiotyki (erytromycyna, cyklosporyna),
leki psychotropowe (midazolam, triazolam), leki stosowane
w chorobach uktadu krgzenia (nifedipina, diltiazem), a takze
leki przeciwnowotworowe (cyklofosfamid, ifosfamid, eto-
pozyd, metotreksat, imatinib, vinblastyna, taksol i tamoksy-
fen) [26,27,31,32], Metabolizm wiekszo$ci wymienionych le-
kéw przy udziale CYP3A4 polega zwykle na hydroksylacji
lub oksydacyjnej N-dealkilacji i N-dehalogenacji. Hydrok-
sylacji ulegajg gtownie alifatyczne fragmenty czasteczek le-
kéw, a takze ugrupowania benzylowe. Specyficznej reakcji
4-hydroksylacji ulegaja zwiagzki przeciwnowotworowe: cy-
klofosfamid, ifosfamid i tamoksyfen. Natomiast przemiany
polegajace na N-dealkilacji zachodzg w przypadku innych
lekéw: erytromycyny, lidokainy, diltiazemu, jak i przeciw-
nowotworowego tamoksyfenu (Ryc. 6) [21,33].

Wspdlng cechg substratow izoenzymu CYP3A4 sg tan-
cuchy lub pierscienie weglowodorowe o witasciwosciach
lipofilowych oraz polarne podstawniki w postaci grup hy-
droksylowych i aminowych. Uwaza sie, iz oddziatywania
hydrofobowe enzym —substrat w centrum aktywnym en-
zymu sg sitg napedowg wigzania substratu z izoenzymem
CYP3A4. Reakcja ta wymaga usuniecia z miejsca aktywnego
czasteczek wody, co daje energie potrzebng do zmiany sta-
nu spinowego kompleksu Fe(l11)=0 w centrum hemowym.
Mechanizm reakcji tego typu zostat poznany w badaniach
bakteryjnego cytochromu P450BVB (CYP102). W przypadku
tego izoenzymu substratem sg kwasy ttuszczowe przyjmu-
jace w roztworze wodnym strukture globularng. Podczas
przemieszczania sie w lipofilowym kanale prowadzgcym
do centrum aktywnego CYP102, kwasy ttuszczowe rozwi-
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Rycina 6. Poréwnanie struktur chemicznych wybranych lekéw — substratow
CYP3A4, strzatka zaznaczono miejsca w strukturze, w ktérych zachodzi reakcja
metaboliczna.

jaja sie i przyjmujg strukture liniowg, w ktdrej lipofilowy
tancuch skierowany jest w kierunku hemu, a polarna gtowa
zwrocona w strone rozpuszczalnika. Podobny mechanizm
opisano dla znanego substratu CYP3A4, cyklosporyny, w
ktérej ugrupowanie podatne na monooksygenacje nie jest
dostepne dla enzymu w $rodowisku wodnym. Natomiast
w $rodowisku hydrofobowym ugrupowanie to ulega wy-
eksponowaniu i wigze sie zenzymem [33].

Przytoczony powyzej mechanizm oddziatywan enzym
substrat wyjasnia szeroki zakres specyficznosci CYP3A4.
Wigzania oparte gtéwnie na oddziatywaniach hydrofobo-
wych sg stabe i bez wigzan jonowych i wodorowych umoz-
liwiajg swobodny ruch substratu w centrum aktywnym.
Dlatego moze on przyjmowac wiecej niz jedng orientacje
w centrum aktywnym i ewentualny produkt takiej reakcji
jest rezultatem oddziatywan miedzy jedng z tych orientacji
a (Fe(l11)=0) [31].

CYP2D6

Gen kodujagcy CYP2D6 zlokalizowany jest na chromoso-
mie 22 (locus:22ql3.1) [27]. 1zoenzym ten wystepuje gtow-
nie w komorkach watroby, ale obserwowany jest rdwniez
w piucach oraz w mozgu, gdzie u alkoholikéw wykazuje
czesto podwyzszong aktywno$¢. Charakteryzuje sie osob-
niczo zréznicowanym poziomem syntezy, a u czesci popu-
lacji nie stwierdza sie aktywnos$ci CYP2D6. Moze to suge-
rowaé, ze nie posiada on fizjologicznie waznych substra-
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Rycina 7. Poréwnanie struktur chemicznych wybranych lekéw — substratow
CYP2D6, strzatka zaznaczono miejsca w strukturze, w ktérych zachodzi reakcja
metaboliczna.

téw, chociaz wykazano, ze bierze udziat w metabolizmie
tryptaminy [15]. Réwniez kontrowersyjne sg doniesienia o
jego aktywnosci na réznych etapach ontogenezy cztowieka.
Wczesniejsze wyniki mowia o najwyzszej ekspresji tego en-
zymu krotko po urodzeniu, podczas gdy nowsze wskazuja
na brak réznic w aktywnosci CYP2D6 podczas pierwszego
roku zycia [34],

CYP2D6 katalizuje transformacje okoto 25% lekéw (z
grupy lekoéw antydepresyjnych, antyarytmicznych, a takze
inhibitoréw biosyntezy serotoniny) gtdwnie na drodze hy-
droksylacji i dealkilacji [35-37], Analiza struktur substratow
CYP2D6 wskazata, ze wiekszo$¢ z nich zawiera zasadowy
atom azotu, (pKa > 8), ktéry wystepuje w fizjologicznym pH
w postaci uprotonowanej (Ryc. 7) [7,15]. Gtdwnym typem
oddziatywan odpowiedzialnym za specyficzno$¢ substrato-
wga tego izoenzymu jest oddziatywanie par jonowych po-
miedzy obdarzonym dodatnim tadunkiem atomem azotu, a
resztg kwasu asparaginowego (Asp301) w centrum aktyw-
nym. Poniewaz wigkszo$¢ substratow izoenzymu CYP2D6
posiada witasciwosci zasadowe, warto$¢ pKa powinna mieé
decydujacy wptyw na ich reaktywnos¢. Jednak obserwowa-
ne sa rowniez réznice w powinowactwie do enzymu, ktore
nalezy przypisa¢ oddziatywaniom hydrofobowym lub typu
n-n poza centrum aktywnym. Istniejg przestanki, ze w cen-
trum aktywnym CYP2D6, poza Asp301, wazng role odgry-
wa Glu216, ktéra jest w odlegtosci réownej dtugosci wigza-
nia z substratem aminowym. Inne sugestie wskazujg na role
Asp301 polegajgca na utworzeniu wigzania wodorowego z
Phel20, ktéry to reszta aminokwasowa moze by¢ zaanga-
zowana w oddziatywania hydrofobowe z substratem. Co
wiecej, substratami dla CYP2D6 sa rowniez zwigzki nie po-
siadajgce zasadowego atomu azotu, na przyktad ritonawir,
testosteron i inne steroidy. Hydroksylacja wymienionych
substratow nastepuje w pierscieniu aromatycznym lub w
zwigzanym z nim krotkim tancuchu bocznym.
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Chociaz wykazano, ze CYP2D6 ma niewielki udziat w
przemianach lekdw przeciwnowotworowych, to jednak
znaczaco wptywa on na efektywnos$¢ leczenia nowotworu
piersi za pomocg tamoksyfenu [27]. Wykazano, ze okoto
90% tego leku przeciwnowotworowego jest metabolizowa-
ne przez CYP3A4/5 do nieaktywnej formy, jaka jest N-de-
metylotamoksyfen, a tylko okoto 10% ulega metabolizmowi
z udziatem CYP2D6 do aktywnego przeciwnowotworowo
produktu, 4-hydroksytamoksyfenu (Ryc. 8). 1zoenzym CY-
P2D6 przeksztatca takze nieaktywng pochodng N-deme-
tylotamoksyfenu do 4-hydroksy-N-demetylotamoksyfenu
0 dziataniu antyestrogennym, réwniez terapeutycznym w
stosunku do komdérek nowotworu piersi. Inny szlak meta-
bolizmu tego leku katalizuje CYP3AA4/5, prowadzac do po-
wstania a-hydroksytamoksyfenu, ktéry jest odpowiedzial-
ny za kancerogenne dziatanie uboczne.

CYP2C91 CYP2C19

Podrodzina 2C to grupa izoenzymoéw cytochromu P450
wyizolowanych z komdérek watroby, jako katalizatory reak-
cji hydroksylacji tolbutamidu, heksobarbitalu i (S)-mefeny-
toiny. Izoenzymy CYP2C odpowiedzialne sg za metabolizm
okoto 15% stosowanych lekéw. Geny kodujace te biatka
zlokalizowane sg na chromosomie 10 (locus:10923-q24) [27],
Okres$lenie specyficznosci izoenzymow CYP2C8, 2C9, 2C18
12C19 wobec wymienionych substratow jest bardzo trudne.
Najnizszg aktywnos$¢ w tych reakcjach wykazuje CYP2C18,
a jego udziat w puli biatek mikrosomalnych watroby jest
najmniejszy. Rdwniez CYP2C8 wykazuje stosunkowo niska
aktywnos$¢é wtasciwag w odniesieniu do ksenobiotykéw. Jed-
nak enzym ten wyro6znia sie wysoka ekspresjg kodujacego

CYP3A4/5

CYP3A4/5 I°
_m

CYP1A2
f CYP2C19 ——

CYP2D6 i TAM |
( CYP2D6 7
(| CYP2B6
| CYP2D6 JicYP2Ce
17 CYP2C19
/ CYP3A4/5

4OH, CYP3A4/5
nsenetyoav| < NN

Rycina 8. Udziat 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 udziatem CYP2D6 do aktywnego produktu, 4-hydroksytamoksy-
fenu. 1zoenzym CYP2D6 przeksztatca takze nieaktywng pochodng N-demety-
lotamoksyfenu do produktu 4-hydroksy-N-demetylotamoksyfenu o dziataniu
antyestrogennym, réwniez terapeutycznym w stosunku do komérek nowotworu
piersi. Inny szlak metabolizmu tego leku katalizuje CYP3A4/5, prowadzac do
powstania a-hydroksytamoksyfenu, ktéry jest odpowiedzialny za kancerogenne
dziatanie uboczne.
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go genu w komdrkach nerek. Waznym substratem CYP2C8
jest lek przeciwnowotworowy, paklitaksel.

Najwiekszy udziat w metabolizmie lekdw sposrod pod-
rodziny 2C ma CYP2C9. Jest izoenzymem zlokalizowanym
gtownie w komorkach watroby. Podobnie jak w przypad-
ku innych enzymoéw CYP2C, nie wykryto jego obecnosci w
watrobie u dzieci przed urodzeniem. Natomiast u nowo-
rodkéw nastepuje intensywny wzrost poziomu izoenzy-
mu, po czym nie zmienia sie on z wiekiem [15]. Jednym z
pierwszych rozpoznanych substratow CYP2C9, bedacym
markerem jego aktywnosci, jest fenytoina (Ryc. 9). CYP2C9
bierze takze udziat w metabolizmie niesterydowych lekéw
przeciwzapalnych (ibuprofenu, naproksenu, diklofenaku),
dziatajacej przeciwzakrzepowo warfaryny i stosowanego w
leczeniu cukrzycy tolbutamidu.

Wiekszos$¢ substratow CYP2C9 zawiera pierscien aro-
matyczny. Wykazujg one najczesciej charakter kwasowy,
co powoduje, ze przyjmuja w pH fizjologicznym forme
zdysocjowang. Czasteczki tych lekéw majg tez wiasciwo-
§ci amfipatyczne: zawierajg region lipofilowy podlegajacy
hydroksylacji i obszar hydrofilowy zlokalizowany wokot
ugrupowania anionowego. Utlenianie substratu nastepuje
w pierscieniu aromatycznym lub tez w krdtkim tafncuchu
alkilowym [33]. Badania mechanizmu dziatania katalitycz-
nego CYP2C9 wskazujg, ze w miejscu aktywnym cze$¢ lipo-
filowa czgsteczki, najczesciej pierScien aromatyczny, tworzy
wigzania typu n —n z aminokwasami aromatycznymi, a
cze$¢ anionowa oddziatuje poprzez wigzania wodorowe z
aminokwasami polarnymi jak arginina czy glutamina. I tak,
niepolarne pierscienie aromatyczne diklofenaku oddziatu-
jg z resztami Phell4 i Phe473, ustawiajac czasteczke w ten
sposob, azeby poprzez grupe karboksylowg utworzy¢ wig-
zanie wodorowe z resztg GIn214 [38].

Drugi wazny izoenzym z rodziny 2C, CYP2C19 stano-
wi tylko mniej niz 5% catkowitej puli izoenzymow CYP w
komdrkach watroby. Reakcja bedaca markerem jego ak-
tywnosci to 4'-hydroksylacja (S)-mefenytoiny. Substrata-
mi CYP2C19 sg leki antydepresyjne diazepam, proguanil
i imipramina oraz podobnie jak dla CYP2C9, warfaryna i
tolbutamid [37], Istnieja posrednie przestanki, ze takze
omeprazol i talidomid ulegajg w organizmie hydoksylacji z
udziatem CYP2C19 [15]. Analiza struktur chemicznych tych
lekéw, nie pozwala na okreslenie specyficznych witasciwo-
ci dla substratéw izoenzymu. Prawdopodobnie oddziatuje
on ze zwigzkami bedgcymi potencjalnymi donorami atomu
wodoru w wigzaniach wodorowych. Wydaje sie, ze dotyczy
to zarowno zwigzkow stabo zasadowych jakim jest diaze-
pam (pKa = 3,4) jak i silnie zasadowych typu imipraminy
(pKa = 9,5), ale tez typu kwasowego, jak warfaryna (pKa =
5) [7], Struktura centrum aktywnego CYP2C19 w obecnosci
omeprazolu wskazuje, ze zawarty w czasteczce fragment
benzimidazolu oddziatuje w specyficzny sposob z resztg
His99, ale tez tworzy wigzanie wodorowe z resztg GIn214.
Natomiast drugi aromatyczny element struktury czasteczki
znajduje sie w sasiedztwie hydrofobowych reszt Leu363 i
Phe473 [38],

PodobieAstwo izoenzyméw CYP2C9 i 2C19 jest na tyle
duze, ze mozliwe byto przeprowadzenie ukierunkowanej
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Rycina 9. Poréwnanie struktur chemicznych wybranych lekéw — substratow

CYP2C9, strzatkg zaznaczono miejsca w strukturze, w ktérych zachodzi reakcja
metaboliczna.

mutagenezy, w wyniku ktérej wymiana 6 reszt aminokwa-
sowych w CYP2C9 doprowadzita do biatka o specyficz-
nosci substratowej identycznej jak CYP2C19. | odwrotnie,
CYP2C19 mogt byé przeksztatcony w enzym katalizujacy
hydroksylacje fenytoiny, CYP2C9, po zamianie tylko trzech
reszt aminokwasowych 199H, S200P i P221T [15]. Badania
struktur krystalicznych takich biatek wskazujg, ze wymie-
nione aminokwasy nie oddziatujg bezpos$rednio z sub-
stratem, ale prawdopodobnie biorg udziat w upakowaniu
struktury biatka wokét miejsca aktywnego oraz w kanale
doprowadzajacym substrat do miejsca aktywnego.

Izoenzymy rodziny CYP2C, poza wspomniang powyzej
6a-hydroksylacjg paklitakselu z udziatem izoenzymu 2C8,
nie petnig kluczowej roli w metabolizmie lekéw przeciwno-
wotworowych. Jednak czesto kontynuujg przemiany katalizo-
wane przez CYP3A4 i 2D6. Na przyktad, cyklofosfamid ijego
analogi oraz tamoksyfen (Ryc. 8) sa w dalszych etapach meta-
bolizmu substratami zaré6wno CYP2C9, jak i CYP2C19 [27,39],

CYP2E1

CYP2E1 odpowiada za transformacje okoto 15% stoso-
wanych lekéw, jednak jego gtdwna rola polega na udziale
w metabolizmie etanolu. Najwyzszg aktywnos$¢ tego cyto-
chromu P450 obserwuje sie w komadrkach watroby cztowie-
ka pod koniec pierwszego roku zycia. Jednak wystepuje on
tez w ptucach, jelicie cienkim, mdzgu i trzustce. Kodowa-
ny jest przez gen zlokalizowany w chromosomie 10 (locu-
5:10924,3). W komoérkach watroby CYP2EL zwigzany jest z
siateczka srodplazmatyczng. Znaleziono tez nietypowsa, jak
dla Eukariota, lokalizacje tego cytochromu w btonie mito-
chondrialnej komoérek nowotworowych watroby [15]. Ak-
tywnos$¢ CYP2EL determinujg réznice miedzyosobnicze w
danej populacji. Ale istotnie ré6zny udziat poszczegélnych
form polimorficznych CYP2E1 stwierdza sie takze pomie-
dzy zréznicowanymi etnicznie populacjami ludzkimi. | tak,
w azjatyckiej grupie etnicznej, w poréwnaniu z kaukaska,
wykazano wyzszy udziat izoform CYP2EL o obnizonej ak-
tywnosci wiasciwej.
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Najwazniejszym czynnikiem wplywajagcym na wzrost
ekspresji CYP2E1 jest intoksykacja organizmu etanolem.
Z drugiej strony, CYP2E1 ma zdolno$¢ utleniania tego al-
koholu, zwtaszcza w przypadku jego wysokich stezen w
organizmie. Wyniki badan na zwierzetach budzg jednak
kontrowersje, gdyz np. myszy pozbawione genu CYP2E1l
wykazywaty takie same stezenie etanolu we krwi jak zwie-
rzeta o normatywnej ekspresji tego izoenzymu. Utlenianie
etanolu z udziatem CYP2E1 do aldehydu i octanu induku-
je powstawanie reaktywnych metabolitéw acetaldehydu i
rodnikéw hydroksyetylowych. Obecnos$¢ takich produktéw
w komdrce powoduje aktywacje ksenobiotykéw, ktére znaj-
dujg sie w otoczeniu. Wykazano, ze w warunkach nadmier-
nego spozycia etanolu CYP2E1 metabolizuje ze zwiekszong
efektywnoscia takie zwigzki, jak czterochlorek wegla, ace-
taminofen, N-nitrozodimetyloamine, benzen oraz styren,
chlorek winylu i akrylonitryl, dostarczajagc komdrce reak-
tywnych, toksycznych, w tym kancerogennych, produktow.
Metabolizuje tez leki znieczulajgce z grupy chlorowanych
pochodnych jak chlorzoksazon, do jego 6-hydroksylowej
pochodnej, oraz halotan lub isofluran. Wykazano tez, ze
gdy wzrasta udziat CYP2E1 w puli biatek retikularnych wa-
troby wzrasta tez stezenie wolnych rodnikow tlenowych.
Tak wiec, kolejnym efektem dziatania enzymu jest podwyz-
szona peroksydacja lipidow [40,41].

Substratem CYP2EL1 jest 4-nitrofenol metabolizowany do
4-nitrokatecholu. Charakterystyczng cechg reakcji z udzia-
tem tego izoenzymu u wszystkich organizmow jest koniecz-
na dla katalizy obecno$¢ cytochromu b5 W centrum ak-
tywnym, w obecnos$ci 4-nitrofenolu grupa nitrowa tworzy
wigzanie wodorowe z resztag Asn202, natomiast pierScien
aromatyczny uktada sie w sasiedztwie lipofilowych reszt
aminokwasowych Phe205, Phe293 i Ala294 umozliwiajac
oddziatywania hydrofobowe i typu n —n. Przeciwstawny
element czasteczki tworzy przy udziale grupy hydroksylo-
wej stabe wigzanie wodorowe z resztg Thr298 [38].

CYP1A1/A2

Cechg rodziny CYP1A jest rola w metabolicznej aktywa-
cji zwigzkow kancerogennych, pomimo ze petnig tez istotng
role w metabolizmie lekéw. (Ryc. 5). Biatka CYP1Al i 1A2
cztowieka wykazujg zgodng w 70% sekwencje aminokwa-
sow. Jednak r6znig sie miedzy sobag poziomem ekspresji
ich genow i dystrybucjag tkankowa. Gen CYP1A2 wykazuje
wyzszg ekspresje niz CYP1A1l szczeg6lnie w hepatocytach
0sOb dorostych, gdzie nie wykazano ekspresji CYP1Al. Ak-
tywnos$¢ enzymatyczng CYP1A1l stwierdzono w watrobie
cztowieka jedynie przed narodzeniem. Istotng aktywno$c
CYP1A1 stwierdza sie natomiast u dorostych w komdérkach
migzszu ptuc, gdzie nie stwierdzono z kolei CYP1A2 [42],
Obydwa izoenzymy CYP1A stanowig okoto 10 do 15% cat-
kowitej puli izoenzyméw cytochromu P450 w organizmie
cztowieka.

Gtownymi substratami obu izoenzymow sg zwigzki o
potencjalnym dziataniu kancerogennym, policykliczne we-
glowodory aromatyczne, w tym benzo[a]piren, dla CYP1Al
i aminy heterocykliczne, nitrozoaminy i mykotosyny, z jej
najlepiej poznanym przedstawicielem aflatoksyng, dla CY-
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P1A2. Jak wspomniano, nie da sie poming¢ udziatu izoform
CYP1AI/A2 w metabolizmie lekéw. Czesto uczestniczg one
jako izoenzym uzupetniajagcy w metabolizmie, gdzie kluczo-
wa role odgrywajg CYP3A4 ipodrodzina CYP2C, ale niektd-
re leki ulegajg przemianie gtéwnie pod wptywem CYP1A2.
Do ostatniej grupy nalezg takryna, pochodna akrydyny ule-
gajaca hydroksylacji w pozycji 1, 2 i 4, jak rowniez tyzani-
dyna i zolmitrypan. Ostatni ulega przemianie do pochodnej
N-desmetylo- i N-tlenku. Metabolizm z udziatem CYP1A2
towarzyszy przemianom katalizowanym przez inne izo-
enzymy w przypadku kofeiny i wiekszo$ci wymienionych
wczesniej lekow: klozapiny, propranololu, fenacetyny,
imipraminy, naproksenu i teofiliny [43], Przy czym, N3de-
metylacja kofeiny stanowi okoto 80% catkowitego metabo-
lizmu tego zwigzku u cztowieka. Wsp6lng cechg struktur
substratow CYP1Al i 1A2 jest ptaski uktad policykliczny,
przy czym substraty CYP1A2 czesSciej zawierajg pierscienie
heterocykliczne. Substraty bedgce lekami mogg zawierac
tez heteroatom tlenu. Atom tlenu wystepuje rowniez w tych
czasteczkach w strukturze grupy karbonylowej.

REAKCJE KATALIZOWANE PRZEZ
IZOENZYMY CYTOCHROMOW P450

Opisana roznorodno$¢ zwigzkéw chemicznych, ktdre
moga by¢ substratami cytochromow P450 idzie w parze z
réznorodnoscig reakcji chemicznych katalizowanych przez
te enzymy. W tabeli 2 reakcje te zostaty sklasyfikowane ze
wzgledu na ich charakter chemiczny, z podaniem wybra-
nych substratéw i produktéw oraz izoenzymow biorgcych
udziat.

REAKCJE UTLENIANIA

Reakcja hydroksylacji atomu wegla, polega na rozerwa-
niu wiazania wegiel-wodor i przytgczeniu atomu tlenu.
Elektrofilowy element struktury Fe(l11)=0 w hemie jest wy-
starczajaco reaktywny, zeby przytaczyé atom tlenu do nie-
spolaryzowanego wigzania C-H [44,45]. Reakcje hydroksy-
lacji to najcze$ciej wystepujacy typ przemian katalizowa-
nych przez cytochromy P450, zaré6wno ws$rod zwigzkow
endo- jak i egzogennych [46].

Efekt reakcji oksydacyjnej dealkilacji obserwujemy
woweczas, gdy reakcja hydroksylacji zachodzi w pozycji a
do heteroatomoéw np. atomu tlenu w eterach, azotu w ami-
nach i amidach czy siarki w tioeterach. Nastepuje po tym
hydrolityczny rozpad wigzania prowadzacy odpowiednio
do O-, N- i S —dealkilacji przedstawionych ponizej:

RO-CHR'+ NADPH +02=ROH + R'CHO
(reakcja O — dealkilacji)

RR'N-CHR" + NADPH +02=RR'N-H + R"CHO
(reakcja N —dealkilacji)

Tego typu reakcje zachodzg w trakcie bioaktywacji i de-
toksykacji ksenobiotykéw. Przyktadem reakcji N-dealkilacji

jest metabolizm imipraminy [47],

Niektore izoenzymy cytochromu P450 sg rowniez zdolne
do katalizowania reakcji monooksygenacji heteroatomodw.
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Tabela 2. Typy reakcji chemicznych katalizowanych przez izoenzymy cytochromu P450 oraz wybrane substraty i produkty.

Typ reakgji
Hydroksylacja

Dealkilacja

Monooksygenacja
heteroatomoéw

Epoksydacja

Peroksydacja

Utlenianie
aldehydéw
(deformylacja)

Dehydrogenacja
zwigzkow
alifatycznych
Udziat w redukcji

Izomeryzacja

Dimeryzaeja

Cyklizacja

Substrat

testosteron

cholekalcyferol (wit. D3)
kwas retinowy, (wit.A)
paracetamol

imipramina

kwas 2-propylowalerianowy,
(VPA) (walproinowy)
imipramina

kofeina

naproksen

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

(MelQx)
2-amino-I-methyl-6-fenylo-
imidazo(4,5-f)pirydyna,

(PhIP)

promazyna, chloropromazyna

benzen
benzo[a]piren

aflatoksyna
chlorek winylu

fenol
aldehyd, RCH.CR.R"CHO

N-metyloformamid
kwas 2-propylowalerianowy,
(VPA) (walproinowy)

ccid
ArNO,
N-tlenek tamoksyfenu

prostaglandyna H2 (PGH,)
prostaglandyna H2 (PGHJ

tamoksyfen

tamoksyfen

S-tlenek tiklopidyny
S-tlenek 2-fenylotiofenu
flawolina

ester pirydyny
biosynteza

biosynteza
9-amino-I-nitroakrydyna
(nitracrineR

- Pismien-
Produkty Katalizuje CYP nictwo
IR-OH, 2a/R-OH, 6R-OH, 158-OH, 16R-OH 2C9, 2C19, 3A4 18,46
25-OH, la-OH, la,25-di-OH, 24,25-di-OH 27A1, 27B1, 24A1 24
4-OH, 18-OH 26A1, 26B1 18
3-OH 2E1,1A2, 3A4 37
2-OH 2D6 47
4-OH-VPA 2C9,2B6,2A6 44,55,56
5-OH-VPA 2C9,2B6,2A6 44,55,56
N-demetyloimipramina, (desipramina 1A2, 3A4 47,56
N3-demetylo-kofeina (paraksantyna) 1A2 48.56
NI-demetylo-kofeina (teobromina) 2E1 48.56
N7-demetylo-kofeina (teofilina) 2E1 48.56
O-demetylo-naproksen 2C9 49
2-NHOH-MelQx 1A1,1A2 50
2-NHOH-PhIP 1A1.1A2 50
(S)=0-promazyna 2D6 51
(S)=0-chloropromazyna 2D6 51
1,2-epoksybenzen 1A1 52
7,8-dihydroksydiol-,9,10-epoksy- 1A1, 3A4 42,52
benzo[a]piren
2,3-epoksy aflatoksyna 1A2, 3A4 42,50
2-chloacetaldehyd 2E1 56
eter benzylofenylowy, dihydroksybifenyl P450 44
alken, R,CH=CRR + HCOOH P450 44
izocyjanian metylu 2E1 5,44
4-diene VPA 2C9 44,53,54
CC13— COCI2(fosgen) 2E1 44
ArNO, ArNHOH, ArNH2 P450 29
tamoksyfen 27
prostaeyklina, PGI., 8A1l (syntaza 44

prostacyklinowa)
tromboksan, TXA2 5A1 (syntaza 44
tromboksanowa)

(cis)4-OH-tamoksyfen 2D6 27
(tans)4-OH-tamoksyfen 2D6 27
dimer S-tlenku tiklopidyny 2C19 1,3
dimer S-tlenku 2-fenylotiofenu 2C19 1,3
dimer flawoliny 158A2 1
lakton estru pirydyny P450 1
morfina, kodeina P450 44
wankomycyna 165B2,165C1 1
1,9-diazano-1,10-dihydroakrydyna 2C19, 3A4 59,60

W przypadku atomu azotu jest to przede wszystkim reakcja
hydroksylacji wigzania N-H w I- i Il-rzedowych aminach
oraz amidach. Poczatkowo powstajg N-hydroksyloaminy,
a nastepnie, w przypadku amin I-rzedowych, N-hydroksy-
loaminy, ktére metabolizowane sg dalej do nitrozopochod-
nych. Oba produkty sg bardzo reaktywne i czesto metabo-
lizm ten stanowi proces aktywacji zwigzkéw kancerogen-
nych [50] oraz lekéw [18]. W tabeli 2 podano jako przykitad
metabolizm heterocyklicznych amin aromatycznych, MelQ
i PhIP, powstajacych podczas smazenia miesa i ryb. Nato-
miast Ill-rzedowe aminy metabolizowane sg do N-tlenkow,
ale nie jest to reakcja typowa dla izoenzymdw P450, czesciej
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niz cytochromy reakcje tg katalizujg monooksygenazy fla-
winowe, [45]. Enzymy P450 biorg tez udziat w utlenianiu
tioeteréw, w wyniku czego powstajg sulfotlenki [51].

W reakcjach epoksydacji katalizowanych gtownie
przez CYP1A2 powstajg epoksydy, ktorych reaktywnosé
odpowiedzialna jest za wtasciwosci toksyczne metaboli-
tow. Wykazano, ze metabolity te wigzg sie kowalencyjnie
z makroczgsteczkami obecnymi w komorce tj. DNA, RNA
lub biatkami. Reakcje epoksydéw z DNA sg bezposrednig
przyczyng kancerogennych witasciwosci wielu zwigzkdw
[42,52]; niektore z nich wymieniono w tabeli 2. Szlak two-
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Rycina 10. Metabolizm kwaséw walproinowych zachodzacy z udziatem CYP2C9,
CYP2B6 i CYP2A6. Obecnos¢ formy rodnikowej produktu posredniego powodu-
je, ze produkty hydroksylacji i dehydrogenacji powstajg jednoczesnie (na pod-
stawie [55,56]).

rzenia epoksydéw benzo[a]pirenu zostat bardzo dobrze
zbadany, tgcznie ze stereochemicznymi aspektami tej re-
akcji [52]. Ugrupowanie epoksydowe w pozycjach 9,10
jest odpowiedzialne za kowalencyjne wigzanie metabo-
litu benzo[a]pirenu do DNA ireakcja ta uwazana jest za
gtéwny mechanizm odpowiedzialny za dziatanie rako-
twdrcze benzo[a]pirenu. Natomiast badania reakcji bio-
syntezy polifenoli ujawnity, ze izoenzymy CYP mog3 tez
niekiedy wykazywac¢ aktywnos$¢ zblizong do peroksydaz
[44], Katalizowane sg wowczas reakcje utleniania fenoli
z utworzeniem miedzyczgsteczkowych wigzan C-C lub
C-0. Oksydacyjna dimeryzacja fenoli w przypadku ty-
powych peroksydaz zachodzi poza hemowym centrum
aktywnym, podczas gdy w przypadku izoenzymoéw CYP
w centrum aktywnym. Mimo, ze w opisanych reakcjach
izoenzymy cytochromu P450 zachowujg sie jak enzymy
podobne do peroksydaz, to zuzywaja do utlenienia sub-
stratu czasteczke O, i NAD(P)H, a nie H..CE jak peroksy-
dazy [53],

Kilka izoenzymdéw cytochromu P450 zaangazowanych
jest w reakcje oksydacyjnej deformylacji z utworzeniem
podwdjnego wigzania przylegtego do atomu wegla zwig-
zanego z grupg CHO. Reakcja ta zachodzi na przyktad w
jednym z etapoéw biosyntezy cholesterolu i estronu [54].
Podobnie jak w reakcjach deformylacji, cytochromy P450
katalizujg powstawanie podwdéjnych wigzan w reakcji de-
hydrogenacji zwigzkéw alifatycznych. Reakcja dotyczy
takze grupy lekéw zwanych walproinami, ktére stosowa-
ne sg w leczeniu padaczki. W wyniku metabolizmu kwasu
walproinowego (VPA) powstajg nie tylko produkty hy-
droksylacji, ale takze metabolit zawierajagcy wigzanie po-
dwdjne (Ryc. 10). Wykazano, ze oba typy reakcji zachodza
jednoczes$nie [55,56].

ROLA CYP W PROCESACH REDUKCII

Sugerowany przez niektérych autoréw udziat izoenzy-
mow CYP w reakcjach redukcjijest zwykle kwestionowany.
Prawdga jest bowiem, iz obecna w kompleksach monook-
sygenaz retikularnych reduktaza NADPH:cyt.P450 (CPR)
moze, w warunkach niskiej preznosci tlenu w komérce,

268

0.

S
\ ‘S
(9 Y
CYPZDS
: J CYP2C9 |
Ci

tiklopidyna S-tlenek tiklopidyny

/ cyp2c1g

S
od

Dielsa-Aldera

N
dimer S-tlenku
tiklopidyny
(]

Rycina 11. Udziat cytochroméw P450 w metabolizmie utleniajacym tiklopidyny,
prowadzacym do dimeryzacji (na podstawie [1,3]). Ten sam typ reakcji zacho-
dzi w maku lekarskim, w kluczowym etapie biosyntezy alkaloidéw (kodeiny i
morfiny) oraz u promieniowcéw Streptomyces onientalis podczas syntezy wanko-

mycyny.

jakie spotykamy np. w tkance nowotworowej, przenosié
rownowazniki redukcyjne z NADPH na niektére substra-
ty. Wydaje sie jednak, ze w reakcji tej nie uczestniczg, w
petnym tego stowa znaczeniu, izoenzymy CYP zwigzane
zwymieniong reduktazg. Rola CYP ogranicza sie tu praw-
dopodobnie do stabilizacji poddawanego redukcji substra-
tu, ktéry moze oddziatywa¢ z Fe(ll) uktadu hemowego
w strukturze CYP. Ta nietrwata w warunkach normalnej
podazy tlenu forma CYP jest przejSciowo stabilizowana w
warunkach niedoboru O.,. Elektron, ktdry uprzednio redu-
kowat Fe(lll) uktadu hemowego moze by¢ niejako biernie
przejety przez podatny na redukcje substrat. Mechanizm
ten nie ma charakteru dynamicznej aktywnosci katalitycz-
nej, niemniej wyniki badan metabolizmu redukcyjnego
np. mitomycyny wskazujg, ze szybkos$¢ tej transformacji z
udziatem CPR, bez obecnosci cytochromu P450 jest nizsza
niz wobec kompletnego systemu monookygenazy, CPR i
cytochromu P450 [57],

Cytochromy P450 biorg udziat w opisany powyzej spo-
séb w reakcjach redukcji pochodnych polihalogenowych,
aromatycznych i alifatycznych zwigzkéw nitrowych, zwiaz-
kéw azowych oraz trzeciorzedowych amin i N-tlenkow.
Specyficznym przyktadem reakcji redukcji katalizowanych
przez CPR przy niejako biernym wspotudziale izoenzymow
CYP jest redukcja aromatycznych zwigzkéw nitrowych.
[29,58]. Wszystkie produkty posrednie powstajace pod-
czas tej reakcji sg reaktywne i moga podobnie jak epoksydy
oddziatywa¢ z DNA, RNA lub biatkami, indukujgc efekty
toksyczne, w tym kancerogenne. Szczeg6lng role odgrywa
anionorodnik nitrowy, RN02 'rodnik nitroksydowy, RNO'
i kationorodnik aminowy, RNH21
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INNE TYPY REAKCII

W Tabeli 2 wymieniono kilka innych, poza opisanymi
powyzej, typow reakcji metabolicznych katalizowanych
przez cytochromy P450. W warunkach fizjologicznych
izoenzymy CYP8AL i 5AI katalizujg izomeryzacje prosta-
glandyny H2 do prostacykliny i tromboksanu [18]. Proces
ten ma takze charakter oksydacyjny, gdyz dochodzi tu do
transoksydacji wewnatrzczasteczkowej z udziatem atomu
tlenu obecnego w strukturze substratu. Podobny charakter
ma izomeryzacja zachodzaca po hydroksylacji tamoksyfenu
[27], Na uwage zastuguje takze oksydacyjna w swym cha-
rakterze dimeryzacja, bedaca skutkiem peroksydacji fenoli.
Inny mechanizm dimeryzacji pokazano na Ryc. 11. CYP2D6
i 2C9 katalizuja metabolizm tiklopidyny, leku hamujacego
agregacje ptytek krwi, do jej S-tlenku. Nastepnie CYP2C19
uczestniczy w reakcji dimeryzacji czasteczki [1,3]. Ten sam
typ reakcji zachodzi w maku lekarskim, w kluczowym eta-
pie biosyntezy alkaloidéw (kodeiny i morfiny) oraz u pro-
mieniowcOw Streptomyces orientalis podczas syntezy anty-
biotyku, wankomycyny. Natomiast metabolizm flawoliny
do jej dimeru katalizowany jest przez izoenzym CYP158A2
wystepujacy u Streptomyces coelicolor [1],

Podobnie jak w przypadku dimeryzacji, reakcje cykliza-
cji katalizowane przez cytochromy P450 majg rowniez me-
chanizm oksydacyjny . Po uprzedniej monooksygenacji, w
drugim etapie dochodzi do oddziatywania zaktywowanego
w ten sposéb podstawnika z innym reaktywnym elemen-
tem struktury. Tak powstaje np. piersScien laktonu gdy w
pozycji orto znajdga sie grupa metylowa, zaktywowana przez
CYP do hydroksymetylenowej, tworzaca z grupg karboksy-
lowa wewnetrzne wigzanie estrowe [1]. Powstawanie pro-
duktu cyklizacji wykazaliSmy tez w naszym laboratorium
badajagc metaboliczne przemiany przeciwnowotworowych
pochodnych 9-amino-I-nitroakrydyny. Wobec mieszaniny
enzymow retikularnych oraz wobec rekombinantowych
izoenzymow CYP2C19 i CYP3A4 cztowieka syntetyzowa-
nych razem z reduktazg, jak i w obecnosci rekombinanto-
wej reduktazy P450, powstawaty produkty z dodatkowym
pierscieniem dihydropirazolowym i dihydropirymidyno-
wym (Ryc. 12) [59,60], Przy czym nie obserwowano takich
metabolitow w warunkach anaerobowych.

PODSUMOWANIE

Cytochromy P450 to enzymy rozpowszechnione w Swie-
cie ozywionym. Zdolno$¢ atomu zelaza, znajdujgcego sie w
centrum katalitycznym izoenzyméw cytochromu P450, do
przyjmowania réznych standw utlenienia oraz bogactwo
struktur biatkowych CYP to podstawy molekularne, ktére
decydujg o réznorodnos$ci wiasciwosci katalitycznych tej
grupy enzymow. Jednoczes$nie zroznicowanie wtasciwo-
§ci fizykochemicznych poszczeg6lnych izoenzymoéw nie
jest duze i okreslenie ich specyficznosci mozliwe byto do-
piero po zastosowaniu biatek rekombinantowych. Mozna
uog6lni¢, ze wspolng cechg wszystkich cytochroméw jest
powinowactwo do niskoczgsteczkowych substratéw o wia-
sciwosciach, chociaz po czesci, lipofilowych. Dlatego, bedac
naturalnym katalizatorem biosyntezy i metabolizmu endo-
gennych zwigzkéw o charakterze lipidowym, przejety na
drodze ewolucji funkcje biotransformacji wielu substancji
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Rycina 12. Produkty metabolicznej cyklizacji leku przeciwnowotworowego, Ni-
tracrineR powstajace w wyniku reakcji katalizowanej przez enzymy retikularne
oraz kancerogenne izoenzymy CYP2C19, CYP3A4 i CPR (na podstawie [59,60]).

obcych zawierajgcych ugrupowania lipofilowe. Substancje
takie nie sg zwykle metabolizowane przez inne enzymy,
ktére w wiekszosci posiadajg hydrofilowe centra aktywne.
Tak wiec, metabolizm ksenobiotykow przez cytochromy
P450 mozna uzna¢ za element zdolnosci obronnych organi-
zméw zywych. W sytuacji, gdy trudno unikng¢ toksyczne-
go dziatania zwigzkéw chemicznych podjeta zostaje préba
zmiany ich witasciwosci w kierunku pochodnych bardziej
polarnych, ktére beda z organizmu eliminowane i nie bedg
tam magazynowane. Wobec takiej funkcji rozwigzaniem
najbardziej optymalnym wydaje sie wielka r6znorodnos¢
enzymoéw CYP, gdyz woéwczas organizm jest najlepiej
»~przygotowany" na odpowiedZ metaboliczng konieczna
w obecnosci nowej substancji toksycznej. Wiadomo tez, ze
obecnos$¢ substancji obcej moze dodatkowo indukowac syn-
teze cytochroméw P450, poszerzajac mozliwosci metaboli-
zmu. Mozna wiec podsumowac: ,,...w tej réznorodnosci jest
metoda..."
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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 well 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 isoenzymes are described by 57 genes and products of their expression are different in specificity. For instance CYP51A1 is
crucial for sterol biosynthesis, whereas CYP7A1L, 7B1 and 39A1 take partin synthesis of bile acids and CYP46A1 in metabolism of cholesterol.
Therapeutic agents are metabolised mainly by CYP3A4, 2D6, 2C9 and 2C19. In addition, CYP2EL1 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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STRESZCZENIE

eduktaza NADPH:cytochrom P450 (CPR) zlokalizowana w siateczce $rédplazmatycznej

wiekszosci komorek eukariotycznych jest przedstawicielem rodziny reduktaz diflawi-
nowych. Biatko CPR sktada sie z trzech domen. Jedna z nich, na C-koncu, wigze czasteczke
FAD i NADPH, druga, na N-koncu, czasteczke FMN, trzecia jest domeng regulacyjna. Enzym
ten posiada zdolno$¢ jednoczesnego przyjmowania dwéch réwnowaznikéw jonu hydronio-
wego z NADPH i przenoszenia ich pojedynczo na hemowg grupe prostetyczng izoform cy-
tochromu P450. Cykl katalityczny enzymu przebiega z udziatem kompleksu przejsciowego
(FMNH-FADH) poprzez znaczne zmiany konformacyjne indukowane zwigzaniem NADPH
w centrum aktywnym enzymu. Wykazano, ze u myszy reduktaza CPR jest konieczna dla
aktywnos$ci izoform cytochromu P450, ale kompleks tych biatek nie jest niezbedny dla zy-
cia zwierzat. Poza udziatem w aktywnosci izoform cytochromu P450, CPR uczestniczy tez
w transporcie elektronéw na inne fizjologiczne akceptory, m.in. cytochrom b5 oksygenaze
hemowa oraz monooksygenaze skwalenu ireduktaze 7-dehydrocholesterolu. Poza tym CPR
peini réwniez funkcje samodzielnego katalizatora metabolizmu redukcyjnego prolekow, w
szczeg6lnosci lekoéw przeciwnowotworowych.

. . WPROWADZENIE
Partner zelazo-siarkowy

Adx/Adr Pdx/Pdr W reakcjach katalizowanych
HADP)H  MAD(p). przez iZOBnZymy Cytochromu

P450 (CYP) etapem niezbednym
jest dostarczenie elektronoéw ze
zredukowanej formy fosforanu
dinukleotydu nikotynamidoade-
ninowego (NADPH), poprzez
partneréw  procesow oksydo-
redukcyjnych, na odpowiedni
substrat. W procesie tym bierze
udziat dwoch partnerow roz-
i‘sz:mnmama nigcych sie w zaleznosci od lo-
kalizacji cytochromu P450 w ko-

mérce (Ryc. 1). Mitochondrialne
Reduktaza Reduktaza CYP wykorzystujg zawierajaca
blonowa VACP fuzyjna dinukleotyd flawinoadeninowy
NADPH A NADP® (FAD) reduktaze adrenodoksy-
NADPH A ny (Adr) oraz wspéipracujacy z
S~ przeno$nikami zelazo-siarkowy-
mi adrenodoksyne (Adx). Podob-
ny, chociaz nie umiejscowiony w
btonie, jest system wystepujgcy
u Prokaryota (reduktaza putido-
redoksyny (Pdr) i putidaredok-
syna (Pdx). Drugi typ partnerow
cytochroméw P450 znajduje sie
w biatkach btonowych siateczki
$rédplazmatycznej u Eukaryota
oraz w biatkach transportujgcych
elektrony na cytochromy BM3 u
bakterii i grzybéw. Sa to redukta-
zy zawierajgce dwa uktady flawi-
nowe: FAD i mononukleotyd fla-
winoadeninowy (FMN) (Ryc. 1).
Réznica pomiedzy nimi polega na
tym, ze w siateczce $rédplazma-
tycznej reduktaza i cytochrom sg
niezaleznymi biatkami, a u bakte-

HADPH MADP*

Partner diflawinowy

Retikulum
endoplazmatycmne

Rycina 1. Systemy transportu elektronéw wspdtpracujace
z cytochromami P450 (na podstawie [1]). Mitochondrial-
ne CYP wykorzystuja zawierajaca FAD reduktaze adre-
nodoksyny (Adr) oraz wspotpracujaca z przenosnikami
zelazo-siarkowymi adrenodoksyne (Adx). U Prokaryota
wystepuja niezwigzane z btong reduktaza putidoredok-
syny (Pdr) i putidaredoksyna (Pdx). W biatkach btono-
wych siateczki $rédplazmatycznej u Eukaryota oraz w
biatkach transportujacych elektrony na cytochromy BM3
u bakterii i grzybéw cytochromy P450 wspoétpracujg z
reduktazami zawierajagcymi FAD i FMN. W siateczce
$rodplazmatycznej reduktaza i cytochrom to niezalezne
biatka, a u bakterii i grzybéw tworza jedng strukture biat-
ka niezwigzanego z btong komdérkowsa.
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rii i grzybow tworzg jedng wspdlng strukture biatka nie-
zwigzanego z btong komdérkowa [1],

Reduktaza NADPH:cytochrom P450 (CPR) jest przedsta-
wicielem niewielkiej rodziny reduktaz diflawinowych, kté-
re wyksztalcity sie ewolucyjnie na drodze fuzji genéw ich
poprzednikow, dwodch flawoprotein zawierajagcych FMN
i FAD. Do reduktaz diflawinowych nalezg tez redukujgca
syntaza metioninowa, tzw. nowa reduktaza diflawinowa i
syntaza tlenku azotu. Poréwnanie sekwencji nukleotydo-
wej genow kodujacych wymienione enzymy wykazato, ze
istniejg dla nich segmenty identyczne, ktére kodujg reszty
aminokwasowe biorace udziat w wigzaniu kofaktorow fla-
winowych [1], CPR, biatko umiejscowione w siateczce $rod-
plazmatycznej, o masie czasteczkowej 75-80 kDa, zostato po
raz pierwszy zidentyfikowane w 1949 roku jako reduktaza
cytochromu c [2], Poziom ekspresji genu kodujagcego CPR
w organizmach ssakow jest regulowany przez stezenie hor-
monu tyreotropowego ijest najwyzszy w watrobie i w ptu-
cach, jakkolwiek niewielkie ilosci enzymu zlokalizowane sg
we wszystkich badanych tkankach [3,4].

W przenoszeniu elektronéw w CPR uczestniczg, zwig-
zane z enzymem, kofaktory: FAD i FMN. FAD petni funk-
cje akceptora dwoch rownowaznikéw jonu hydroniowego
pobieranych z czasteczki NADPH, a FMN jest donorem
jednego elektronu na terminalny akceptor. Reduktaza cy-
tochromu P450 posiada zatem zdolno$¢é do jednoczesnego
przyjmowania dwdch rownowaznikéw jonu hydroniowego
z NADPH i przenoszenia ich pojedynczo na hemowg gru-
pe prostetyczng cytochromu P450 [5], Kierunek transportu
elektrondw jest wiec nastepujacy: NADPH —aFAD —»FMN.
Badania wykazaty jednak, ze istniejg trzy typy czgsteczek
wspoétpracujgcych z CPR, ktore réznig sie preferencja co do
zwigzku petnigcego funkcje dawcy elektronéw [6]. Akcep-
tory pierwszego typu przyjmujg ekwiwalenty redukuja-
ce bezposrednio z FAD i do tej grupy nalezg ferrocyjanid
i NADP+ Akceptory drugiego typu przyjmujg elektrony z
FMN i wsérdd nich znajduje sie rodzina izoenzymdw cyto-
chromu P450 oraz cytochrom b,. Akceptorem trzeciego typu
jest molekularny tlen. Czasteczka On moze przyjmowac
elektrony zaréwno z FAD, jak i z FMN; powstaje wowczas
czgsteczka nadtlenku lub ponadtlenku.

STRUKTURA REDUKTAZY CYTOCHROMU P450

Reduktaza P450 sktada sie z trzech domen (Ryc. 2). Jedna
domena wigze czasteczke FAD i NADPH ijest zlokalizowa-
na na C-koncu, N-koAcowa domena wigze FMN. Dodatko-
wo obecny jest tzw. element fgczacy, ktoéry prawdopodobnie
odpowiada za kontrole i regulacje przeptywu elektronow
pomiedzy kofaktorami. Enzym zawiera réwniez na N-kon-
curejon o charakterze hydrofobowym o dtugosci 20-30 reszt
aminokwasowych, ktéry funkcjonuje jako , kotwica" umoz-
liwiajgca umiejscowienie biatka w btonie i oddziatywanie z
cytochromem P450 [6], Miejsca wigzania kofaktoréw FAD i
FMN z biatkiem CPR maja gtéwnie charakter hydrofobowy.
W poblizu pierscieni izoalloksazynowych czgsteczek flawi-
nowych znajduja sie aminokwasy aromatyczne, co umozli-
wia tworzenie oddziatywan typu n-n, stabilizujagcych kom-
pleks reduktazy z kofaktorami. Oprécz tych oddziatywan
kompleks CPR/kofaktor stabilizowany jest przez sity van
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Rycina 2. Tréjwymiarowa struktura NADPH-reduktazy:cytochrom P450 [7], Ry-
cing wykonano na podstawie pliku ljacp z bazy PDB (Protein Data Bank); kofak-
tory: FAD —w kolorze zielonym, FMN —w pomaranczowym, NADPH —w
czerwonym.

der Waalsa oraz wigzania wodorowe [6,7] .Czasteczka FAD
taczy sie z reduktazg cytochromu P450 w poblizu miejsca
wigzania pierScienia nikotynamidowego NADPH, jedno-
cze$nie jest w bliskim kontakcie z pierscieniem izoalloksa-
zynowym FMN, co umozliwia szybkie przeniesienie elek-
trondw miedzy kofaktorami. Odlegto$¢ miedzy czasteczka-
mi FAD i FMN wynosi 2-2,5 A (Ryc. 3).

Jak juz wspomniano, CPR wspétpracuje z izoenzymami
cytochromu P450. Tworzy odpowiedni kompleks z tymi
biatkami, co umozliwia szybki transport elektronéw z
NADPH na Fe(lll). Pomimo ze catkowita zawarto$¢ reduk-
tazy w mikrosomach komaérek zwierzecych w stosunku do
zawartosci izoenzymow cytochromu P450 wynosi od 1:10
do 1:20, badania sposobu oddziatywan miedzy obydwoma
biatkami wykazaty, ze tworzg one kompleks w stosunku 1:1
[8]. Kompleks ten stabilizowany jest przez oddziatywania
elektrostatyczne, hydrofobowe oraz sity van der Waalsa.
Oddziatywania elektrostatyczne zapewniajg odpowiednig
orientacje biatek, natomiast oddziatywania hydrofobowe
pomiedzy niepolarnymi resztami aminokwasowymi (leu-
cyna, waling itryptofanem) umozliwiajg bliski kontakt mie-
dzy enzymami, przez co utatwiajg transport elektronéw z
reduktazy na cytochrom. Stosujac chemiczng modyfikacje i
ukierunkowang mutageneze wykazano, ze wigzania w kom-
pleksie reduktaza/cytochrom tworzg sie pomiedzy dodat-
nio natadowanymi resztami lizyny i argininy cytochromu,
a ujemnie natadowang resztg kwasu asparaginowego lub
glutaminowego reduktazy [9,10]. Wykazano, ze dwa zgru-
powania reszt aminokwasowych 207Asp-Asp208-Asp209 i
213Glu-Glu214-Asp w strukturze CPR uczestniczg w wigza-
niu reduktazy z cytochromami. Za wigzanie cytochromdw
P450 odpowiada gtownie reszta Asp208, natomiast za wigza-
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NADP reszta Glu213;

reszty te znajdu-

jg sie blisko do-

meny  wiazacej
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)’ transport elektro-

EMN néw z koenzymu
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cytochrom. Nato-

miast powierzch-

nia izoenzymow
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dzialna za od-

dziatywanie z reduktazg znajduje sie w poblizu hemowej

grupy prostetycznej i zawiera liczne, dodatnio natadowane

reszty lizyny iargininy. Wykazano, ze modyfikacje chemicz-

ne o$miu reszt lizyny w jednym z izoenzymoéw, CYP2B1,

spowodowaty spadek jego aktywnos$ci w 95%. Okreslono

tez reszty aminokwaséw uczestniczagce w wigzaniu reduk-
tazy z CYP2B4: Arg422, Arg443 iLys433 [11,12],

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

MECHANIZM REDUKCJI KATALIZOWANY PRZEZ CPR

Substratami dla reduktazy cytochromu P450 s NADPH
i czasteczka bedaca koncowym akceptorem elektrondw,
a w wyniku katalizowanej reakcji powstaje NADP+ oraz
zredukowany akceptor, a wiec jest to mechanizm katalizy
enzymatycznej z dwoma substratami. Poniewaz wykaza-
no, ze w stanie przejsciowym cytochrom P450 wiaze sie w
odmiennym miejscu z CPR niz czgsteczka NADPH, ten typ
katalizy enzymatycznej uznano jako podstawienie sekwen-
cyjne, chociaz szczegdtowy mechanizm reakcji jest znacznie
bardziej skomplikowany [6,13],

Mechanizm redukcji katalizowany przez reduktaze cyto-
chromu P450 (Ryc. 4) oparty jest na kilku obserwacjach. Po
pierwsze wykazano, ze donorem elektron6w na koricowy
akceptor jest uktad FADH-FMNH, pomimo, ze w reduk-
cji dwuelektronowej istniejg trzy mozliwe stany czasteczek
FAD i FMN czyli FADH2FMN, FADH-FMNH, FAD-
FMNH,. Prawdopodobnie zadecydowato o tym utworzenie
podwdjnej formy semichinonowej. Poza tym zaobserwo-
wano, ze w reakcji dwuelektronowej redukcji z udziatem
CPR semichinon FMN petni funkcje dawcy elektrondw na
konicowy akceptor [6], Tak wiec, w pierwszym etapie cyklu
nastepuje zwigzanie reduktazy cytochromu P450 z NADPH
i utleniong forma akceptora elektronéw (Ao) (1). Kompleks
taki moze powstawac nawet, jesli kolejne etapy reakcji nie
zajda. W drugim etapie nastepuje przekazanie dwéch row-
nowaznikéw jonu hydroniowego na pierscien izoalloksa-
zynowy czasteczki FAD (2). Szybkos$¢ procesu jest r6zna
w zaleznosci od pochodzenia enzymu, ale w wiekszosci
przypadkow limituje ona szybko$¢ catej katalizy W trze-
cim etapie zachodzi transfer elektronu na czasteczke FMN,
tworzy sie kompleks przejsciowy z podwdéjnym uktadem
semichinonowym (3). Elektron ten jest przekazywany na-
stepnie z FMNH na terminalny akceptor (4). Szybkos¢ tego
etapu zalezy od natury chemicznej akceptora oraz od wa-
runkéw reakcji. Kolejne procesy, oznaczone numerami 5, 6
i 7 zachodza analogicznie do procesow 2, 3 i 4, w wyniku
czego nastepuje uwolnienie zredukowanej formy akceptora
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Rycina 4. Cykl katalityczny redukcji z udziatem kompleksu NADPH-reduktaza:
cytochrom P450, na podstawie [6]). Ao, Ar, odpowiednio, utleniona i zreduko-
wana forma substratu (akceptora elektronéw). Formy zredukowane uczestnikow
reakcji przedstawiono w kolorze niebieskim, formy utlenione w kolorze czerwo-
nym.

(Ar) i czasteczki NADP+oraz odtworzenie wyjsciowej for-
my reduktazy cytochromu P450. Caty cykl mozna okresli¢
symbolem 0-2-1-0, co oznacza, ze dwa elektrony sg przeno-
szone z czasteczki NADPH na czasteczke FAD, nastepnie sg
transportowane pojedynczo na czgsteczke FMN, a z niej na
akceptor elektronow.

Powyzej opisanemu cyklowi katalitycznemu towarzy-
sza znaczne zmiany konformacyjne centrum aktywnego
CPR. Zwigzanie utlenionej formy NADP+ powoduje ruch
domeny wigzacej FMN tak, ze wzrasta odlegto$¢ pomiedzy
kofaktorami FAD i FMN. Zmienia to potencjat redukcyjny
czasteczek flawinowych i wptywa na aktywno$¢ enzymu,
regulujac przeptyw elektronéw pomiedzy flawinami. Zre-
dukowana forma NADPH #aczac sie z reduktazg powoduje
przesunigcia w centrum aktywnym CPR, umozliwiajgc w
ten sposéb blizszy kontakt miedzy czasteczkami NADPH
i FAD (Ryc. 5) [7],

W nieobecnosci NADPH, w utlenionej formie enzymu
pierscief indolu Trp677 ostania pierScien izoalloksazynowy
czasteczki FAD. W 1l etapie reakcji przytaczenie czasteczki
NADPH powoduje wyparcie Trp677, a miejsce pierscienia
indolowego zajmuje pierscien pirydynowy NADPH. Two-
rzace sie wigzania wodorowe pomiedzy grupg karboksy-
aminowg NADPH a resztami Asp675 i Serd57 utatwiajg
transport jonu hydroniowego i zapewniajg odpowiednig
orientacje czgsteczki NADPH. Podobng funkcje speinia
rowniez reszta Cys630, ktéra tworzy wigzania 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 | pierscief
indolu Trp677 ostania pierscien izoalloksazynowy FAD. Etap Il pozwala na trans-
port jonu hydroniowego z NADPH na FAD dzieki utworzeniu wigzan wodoro-
wych pomiedzy Asp675 i Serd57 i oddziatywaniom Van der Waalsa pomiedzy
Cys630 i atomem C4 czasteczki NADPH. W etapie Ill utleniona forma NADP+
zostaje ostonigta przez Trp677 i Asp675, powraca na swoje miejsce i tworzy stabi-
lizujace karbokation wigzania wodorowe z Ser457 i Cys630. Jednoczesnie elektro-
ny z FAD sg transportowane na FMN. IV etap to uwolnienie NADP+z deproto-
nacja FAD i odtworzeniem pierwotnych wigzan wodorowych. CPR powraca do
formy wyjsciowej. Forma zredukowana NADPH —w kolorze niebieskim, forma
utleniona NADP+ —w kolorze czerwonym, struktury reszt aminokwaséw beda
w kolorze zielonym.

alsa z atomem C4 czgsteczki NADPH i stabilizuje tworzenie
karbokationu. Czasteczka wody wigzaca sie z atomem N, i
atomem O, pierScienia izoalloksazanowego czasteczki FAD
umozliwia wymiane protonéw z rozpuszczalnikiem. Jony
hydroniowe sg transportowane z czgsteczki NADPH na
FAD. W Il etapie transportu elektronéw utleniona forma
NADP+zostaje odstonieta przez Trp677, Asp675 powraca na
swoje miejsce i tworzy wigzania wodorowe z Ser457 i Cys
630, ktore stabilizujg karbokation. W tym czasie elektrony
z FAD sg transportowane pojedynczo na czasteczke FMN.
W ostatnim, 1V etapie katalizowanej reakcji nastepuje uwol-
nienie NADP+do $rodowiska z jednoczesng deprotonacjg
atomu N5. czasteczce FAD. Wszystkie pierwotne wigzania
wodorowe ulegajg odtworzeniu i reduktaza cytochromu
P450 powraca do formy wyjsciowej.

INNA HIPOTEZA NA TEMAT DZIALANIA CPR

Poza przedstawionym powyzej ogélnie przyjetym me-
chanizmem dziatania reduktazy NADPH:cytochrom P450
i jej rolg w cyklu transportu elektronéw cytochromu P450,
zastuguje na uwage inna hipoteza dotyczacg przemian me-
tabolicznych katalizowanych przez te enzymy. Wedtug K.
M. Manoj z Uniwersytetu w Arkansas w pierwszym etapie
cyklu katalitycznego cytochroméw P450 decydujaca role
odgrywa reduktaza a nie, jak sie powszechnie uwaza, cy-
tochrom P450 [14]. Reduktaza cytochromu P450 reaguje z
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czasteczkg tlenu, w wyniku czego powstajg jego reaktywne
formy (RFT), ktére reagujg z kompleksem izoenzymu cyto-
chromu P450 i substratu. Reaktywne formy tlenu sg znacz-
nie lepiej dostepne dla biatek P450, niz obojetna czgsteczka
tlenu. Przytgczenie czgsteczki tlenu do kompleksu izoenzy-
mu z substratem wymaga bardzo scistego oddziatywania
biatka z substratem, co przy duzej réznorodnosci substra-
téw jest, wg cytowanych doniesien, trudne do osiggniecia.
Badania izoenzymu CYP2C9 wykazaty, ze w centrum ak-
tywnym tego enzymu brak jest specjalnych miejsc wigza-
cych dla substratu. Ponadto badania spektrofotometryczne
kompleksu biatka z substratem nie wykazaty zmiany wid-
ma tego kompleksu, co mogtoby wskazywac, ze tylko reak-
tywne formy tlenu np. H2 2generowane przez CPR moga
wigzac sie z kompleksem enzym-substrat. To wyjasniatoby,
dlaczego wystepuje niskie stezenie nadtlenku wodoru w
Srodowisku reakcyjnym. Poza tym RFT, ktére powstawa-
tyby w reakcji katalizowanej przez reduktaze sg silnie tok-
syczne dla komorki i dlatego by¢ moze w komorce poziom
reduktazy jest nizszy niz poziom izoenzymoéw cytochromu
P450. Powyzsza hipoteza ma pewne potwierdzenie w wy-
nikach eksperymentalnych, ale trudno uznac ja za udowod-
niong [14].

ZNACZENIE REDUKTAZY CYTOCHROMU
P450 DLA ORGANIZMU

Badania fizjologii zwierzat z usunietym genem koduja-
cym reduktaze P450 jednoznacznie wykazaly, ze jest ona
niezbedna dla prawidtowego rozwoju embrionalnego i cat-
kowite jej usuniecie z organizmu jest dla zwierzat letatne
[15]. Usuniecie domeny CPR odpowiedzialnej za wigzanie
z btong tez uniemozliwia przezycie zwierzat, co oznacza,
ze CPR petni swojg funkcje tylko woéwczas gdy jest umiej-
scowiona w btonie komdrkowej [9,16], Zastosowanie tech-
niki ,,Cre/loxP technology" pozwolito wyeliminowaé gen
reduktazy tylko w komaérkach watroby. Otrzymane myszy
HRN™ (ang. hepatic cytochrome P450 reduciase nuli mouse)
sg zdolne do zycia i rozmnazania, ale nie posiadajg funk-
cjonalnego systemu cytochromu P450. Ich izoenzymy cyto-
chromu P450 wystepujace w komorkach watroby sg nieak-
tywne, natomiast obserwuje sie znaczny wzrost poziomu
biatek cytochromu P450 w innych organach (nerkach, sercu
i mézgu), co wptywa na odmienny metabolizm zwigzkéw
chemicznych. Zwierzeta te majg znacznie obnizony poziom
cholesterolu i triglicerydéw we krwi, chociaz w watrobie
jest on wysoki [15,17], Zaobserwowano tez istotne zmiany
w metabolizmie lekéw. Natomiast w komdrkach S.cerevisiae
catkowite usuniecie genu CPR nie byto letatne i wiele szla-
kéw metabolicznych zostato zachowanych [1]. Tak wiec, u
myszy reduktaza CPR jest konieczna dla funkcji cytochromu
P450, ale system ten nie jest niezbedny dla zycia zwierzat,
podczas gdy w komdrkach drozdzy elektrony z NADPH
zostajg przeniesione na cytochrom P450 z udziatem innego
biatka i funkcje cytochromu P450 zostajg zachowane.

Reduktaza cytochromu P450 uczestniczy nie tylko w
transporcie elektronéw z NADPH na cytochromy P450.
Wspdipracujg z tym enzymem takze inne akceptory elek-
tronéw (Ryc. 6), np. oksygenaza hemowa [18] biorgca
udziat w katabolizmie hemu, cytochrom b5 katalizujgcy
procesy metabolizmu kwaséw ttuszczowych oraz mono-
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Rycina 6. Udziat kompleksu NADPH-reduktaza:cytochrom P450 w procesach
metabolicznych zwiazkéw endo- i egzogennych (na podstawie [5]).

oksygenaza skwalenu ireduktaza 7-dehydrocholesterolu,
ktore wraz z cytochromem b5biora udziat w biosyntezie
steroli [19]. Poza tym, z reduktazg cytochromu P450 wsp6t-
pracuje rowniez cytochrom c oraz ferrycyjanid. Jednak
mechanizm dziatania kompleksdw CPR z biatkami innymi
niz cytochrom P450 jest stabo poznany. Ustalono m.in. ze
oksygenaza hemowa cztowieka wiaze sie z CPR w sposob
analogiczny jak cytochrom P450, poprzez oddziatywania
elektrostatyczne [18].

WYBRANE REAKCJE REDUKTAZY CYTOCHROMU P450

Reduktaza cytochromu P450 pracujagc samodzielnie, bez
udziatu cytochromu cczy cytochromu P450, katalizuje reak-
cje 1-elektronowej redukcji gtéwnie chinonéw, ale tez alde-
hydow i pochodnych zwigzkéw nitrowych, w wyniku cze-
go powstajg bardzo reaktywne produkty posrednie, ktdre
mogga oddziatywac z makromolekutami, np. DNA i innymi
biatkami.

Wsréd bezposrednich substratow CPR, metabolizowa-
nych bez udziatu cytochromu P450 znajdujg sie leki i zwigz-
ki przeciwnowotworowe: mitomycyna C, porfiryna C, ad-
riamycyna, 2,3,5,6-tetrametylobenzochinon, tirapazamina
(TPZ), witamina K3 i E09 [20-22] (Ryc. 7). Wymienione
zwigzki nalezg do grupy prolekéw iwymagajg enzymatycz-
nej redukcyjnej aktywacji aby utworzy¢ reaktywne metabo-
lity, ktére beda oddziatywaé¢ z DNA. Na przyktad, mitomy-
cyna C, podobnie jak jej metylowy analog (porfiryna C), w
obecnosci reduktazy cytochromu P450 ulegajg 1-elektrono-
wej redukcji do semichinonu, a nastepnie wigzg sie kowa-
lencyjnie z DNA. W obecnosci tlenu reaktywny intermediat
semichinonowy ulega utlenieniu do zwigzku wyjsciowego
[21]. Reakcja ta decyduje o selektywnym dziataniu lekow w
stosunku do komdrek niedotlenionych, jakimi sg komarki
guza nowotworowego.
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Rycina 7. Struktury chemiczne wybranych lekéw —substratow NADFH-reduk-
tazy:cytochrom P450.

W przypadku niektdrych nowotworéw stezenie re-
duktazy P450 jest znacznie nizsze niz w tkance zdrowej,
co powoduje ograniczony metabolizm redukcyjny zwigz-
koéw przeciwnowotworowych do ich form aktywnych i
ograniczony efekt terapii. Natomiast w komérkach no-
wotworu watroby zarejestrowano okoto 2-krotnie wyz-
szg aktywnos$¢ reduktazy cytochromu P450, niz w zdro-
wych komdrkach watroby [21]. W przypadku nowotwo-
row ptuc i piersi nie obserwowano znaczgcych réznic w
poziomie tego enzymu. Badania wykazaty, ze reduktaza
wptywa na wzrost wrazliwosci komérek CHO na mito-
mycyne C. Natomiast niski poziom enzymu moze by¢
odpowiedzialny za oporno$¢ komoérek nowotworowych
na ten lek [22,23],
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Rycina 8. Metabolizm aktywacyjny i detok-

sykacyjny tirapazaminy (TPZ) w obecnosci
reduktazy cytochromu P450 (na podstawie
[24]). Redukcja TPZ z udziatem CPR do reak-
tywnych rodnikéw, ktére oddziatujac z DNA
powoduja pekanie nici. Rodnik moze by¢ zo-
bojetniony przez czasteczke tlenu, co powo-
duje deaktywacje leku. Dalsza redukcja (2- lub
4-elektronowa) prowadzi do powstania pro-
duktéw nietoksycznych, SR4317 i SR4330.

wstajacy rodnik jest
zobojetniany przez
czasteczke tlenu, co
powoduje, Zze zwig-
zek ten jest aktywny
tylko w warunkach
beztlenowych i na
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Rycina 9. Metabolizm redukcyjny z udziatem CPR pochodnej 2-nitroimidazolu
prowadzacy do powstania kowalencyjnych adduktéw z DNA oraz reaktywnej
hydroksyloaminy (na podstawie [24]).

tym polega selektywnos$¢ jego dziatania. Dalsza redukcja
(2- lub 4-elektronowa), prowadzi do powstania produktow
nietoksycznych, SR4317 i SR4330. Wykazano, ze TPZ jest
bardziej selektywna w stosunku do komoérek beztlenowych
niz mitomycyna C i bardziej od niej aktywna. Wysoka wy-
dajnos$¢ ciecia DNA przez TPZ wynika prawdopodobnie z
faktu, ze jest ona redukowana w jadrze komérkowym. Po-
dobnie, jak wykazano w przypadku mitomycyny C, komor-
ki nowotworowe z podwyzszonym poziomem reduktazy
cytochromu P450 sg bardziej wrazliwe na TPZ [24].

Reduktaza cytochromu P450 bierze réwniez udziat w
aktywacyjnej redukcji przeciwnowotworowej pochodnej
2-nitroimidazolu, zwigzku o symbolu RSU1069 (Ryc. 9).
W warunkach beztlenowych jest on okoto 100 razy bar-
dziej aktywny niz mitomycyna C, co wynika z obecnosci
grupy azyrydynowej. Atom azotu azyrydyny jest znacz-
nie bardziej reaktywny od atomdéw azotu w mitomycynie
i w warunkach redukcyjnych wydajnie tworzy wigzanie z
czasteczkg DNA [24], W czasteczce RSU1069 powstaje pod-
czas redukcji z udziatem reduktazy P450 drugie reaktywne
ugrupowanie. Jest to zdolna do wigzania z DNA grupa hy-
droksyloaminowa.

PODSUMOWANIE

Reduktaza NADPH:cytochrom P450 katalizuje reakcje 1-
elektronowej redukcji, petnigc wazng funkcje w komaérkach,
jako niezbedny u ssakéw element kompleksu monooksy-
genazy cytochroméw P450 odpowiedzialny za transport
elektrondw z NADPH do centrum aktywnego enzymu.
Obecno$¢ genu CPR w organizmie myszy jest konieczna dla
przezycia zwierzat w okresie embrionalnym, ale usuniecie
tego genu po urodzeniu itylko w komdérkach watroby nie
jest dla zwierzat letalne. Potwierdza to opisang wczes$niej
role izoenzymdéw P450, ktére odpowiedzialne za niektdre
etapy metabolizmu zwigzkdéw endogennych, zostaly prze-
widziane gtéwnie do ochrony organizmu przez toksyczny-
mi zwiazkami obcymi. Jednak reduktaza cytochromu P450
uczestniczy nie tylko w transporcie elektronéw z NADPH
na cytochromy P450. Wspotpracuja z nig inne fizjologiczne
akceptory elektronéw, m.in. oksygenaza hemowa, cyto-
chrom by monooksygenaza skwalenu i reduktaza 7-dehy-
drocholesterolu. CPR petni tez role jako samodzielny katali-
zator metabolizmu redukcyjnego prolekéw, w szczegolno-
$ci lekow przeciwnowotworowych. Metabolizm redukcyj-
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ny z udziatem CPR zwigksza selektywnos¢ tych zwigzkdw
w stosunku do komérek nowotworéw rozwijajacych sie w
warunkach niedotlenienia, co korzystnie wptywa na sku-
teczno$¢ stosowanej terapii.
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NADPH-cytochrome P450 reductase, not only the partner of cytochrome P450
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80-233 Gdansk, Poland
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Keywords: NADPH-cytochrome P450 reductase, cytochrome P450 monooxygenation, metabolic reduction, antitumor drug metabolism

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 zréznicowanej ekspresji genow
cytochroméw P450 w metabolizmie ksenobiotykow

STRESZCZENIE

dolno$¢ do metabolizmu ksenobiotykéw przez cytochromy P450 (CYP) okres$lona jest
Zprzez polimorfizm i poziom ekspresji genéw tych biatek. Najwiecej, 40 odmian polimor-
ficznych o zréznicowanej aktywnos$ci enzymatycznej, poznano dla CYP2D6, natomiast tylko
dwie w przypadku CYP2C9, ktérych obecnos$¢ powoduje zahamowanie metabolizmu wielu
lekéw. Z kolei polimorfizm genu CYP3A4 nie miat istotnego wptywu na aktywno$¢ metabo-
liczng jego produktu biatkowego. Najwazniejsze w regulacji ekspresji genéw cytochromoéw
P450 sg czynniki transkrypcyjne PXR, CAR i AhR. Odgrywajg one gtéwng role w indukcji
genéw, odpowiednio CYP3A4 CYP2B6 i CYP1A2. PXR i AhR aktywowane sa poprzez zwig-
zanie specyficznego liganda, natomiast nie bedacy ligandem aktywator konstytutywnego
receptora androstanu (CAR) indukuje defosforylacje. Po przejsciu do jadra zaktywowane
receptory tworza heterodimery z receptorem RXR, ktére po dalszej aktywacji z udziatem ko-
aktywatoréw wigzg sie do motywow sekwencji DNA: XREM w przypadku PXR, PBREM dla
CAR oraz DRE dla AhR. Aktywacja tych receptoréw powoduje wazne z klinicznego punku
widzenia oddziatywania pomiedzy stosowanymi lekami, w tym lekami przeciwnowotwo-
rowymi.

WSTEP

Przebieg metabolizmu ksenobiotykéw w organizmach wyzszych jest indywi-
dualng cecha osobniczg. Decyduje o niej aktywnos¢ enzymdw metabolizujgcych
poszczegdlne zwigzki. Aktywno$¢ enzyméw z grupy cytochromu P450 zalezy
u poszczegolnych oséb zaréwno od warunkéw srodowiska, w ktérym zyja, jak
i od czynnikow genetycznych. Zdolno$¢ do metabolizmu ksenobiotykow przez
cytochromy P4501zalezy w danym organizmie od struktury genéw kodujacych
te biatka oraz od poziomu ich ekspresji. Ze strukturg gendéw kodujagcych enzymy
metabolizujgce zwigzane jest zjawisko polimorfizmu, natomiast zmiany pozio-
mu ekspresji genow biatek P450 sg regulowane z udziatem receptoréw jadro-
wych lub innych czynnikéw transkrypcyjnych, indukowanych z udziatem ni-
skoczasteczkowych ligandow. [1,2]

Polimorfizm jest cechg genomu ludzkiego definiowang jako réznica w se-
kwencji DNA okres$lonego genu wystepujaca w danej populacji ludzi czesciej niz
u 1% osobnikdéw. Przy nizszej czestosci réznic w sekwencji genu moéwimy o wy-
stapieniu rzadkiej cechy genetycznej lub w skrajnym przypadku o metabolicznej
wadzie wrodzonej [3]. Powszechng przyczyng zmiany struktury DNA sg muta-
cje punktowe (SNP), polegajagce na zmianie jednego lub kilku nukleotydéw w
tancuchu DNA, co prowadzi do powstania réznych alleli danego genu i w konse-
kwencji zr6znicowanej aktywnos$ci enzymu [4], Z drugiej strony aktywno$¢ kata-
lityczna P450 moze by¢ regulowana z udziatem czynnikéw zewnetrznych [5]. W
tym przypadku procesy regulacji ekspresji genéw CYP w komorce oparte sg na
kilku mechanizmach. Nalezg do nich regulacja transkrypcji gendw kodujgcych
izoenzymy P450, stabilizacja mRNA tych gen6w lub modyfikacje potranslacyjne.
Podczas indukcji transkrypcji czynniki transkrypcyjne wigzg sie z DNA w miej-
scu regulatorowym. Wigzanie to jest kontrolowane przy udziale niskoczgstecz-
kowych ligandéw endo- lub egzogennych. Ligandy, wigzac sie do receptorow ja-

sygnat cCAMP (ang. p300/Cyclic-AMP response element protein binding); RF —rifampicyna; RXR
—receptor retinoidowy X (ang. retinoid X receptor); SNP —pojedyncze mutacje punktowe (ang.
single nucleotide polimorphism); SMRT —czynnik wyciszajacy dla receptora kwasu retinowego
i hormonow tarczycy (ang. silencing mediatorfor retinoic acid repressor and thyroid hormone recep-
tor); SRC-1 — koaktywator receptora steroidowego (ang. steroidogenic receptor coactivator); UM
— osoba bardzo intensywnie metabolizujaca (ang. ultraextensive metabolizer); XR — receptory
ksenobiotyk6w (ang. xenobiotic receptors); XREM — region odpowiedzi na ksenobiotyki (ang.
xenobiotic response element module)

'Funkcje cytochroméw P450 oraz sprzezonej z nimi NADPH-reduktazy:cytochrom P450 opisa-
no w dwéch artykutach, ,,Izoenzymy cytochromy P450 w metabolizmie zwigzkéw endo- i eg-
zogennych" oraz ,NADPH-reduktaza:cytochrom P450 —nie tylko partner cytochromu P450",
opublikowanych w niniejszym zeszycie ,,Postepéw Biochemii".

Postepy Biochemii 55 (3) 2009

Magdalena Niemira
Anita Wisniewska

Zofia Mazerska

Katedra Technologii Lekéw i Biochemii, Wy-
dziat Chemiczny, Politechnika Gdanska,
Gdansk

EKatedra Technologii Lekéw i Biochemii,
Wydziat Chemiczny, Politechnika Gdanska,
ul. Narutowicza 11/12, 80-233 Gdansk; e-mail:
mazerska@ chem.pg.gda.pl

Artykut otrzymano 25 stycznia 2009 r.
Artykut zaakceptowano 8 maja 2009 r.
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Wykaz stosowanych skrétéw: AF-1, AF-2 —
domeny aktywujace transkrypcje; AhR — re-
ceptor weglowodoréw aromatycznych (ang.
aromatic hydrocarbon receptor); AHRR —repre-
sor receptora AhR (ang. AhR repressor); ARNT
—translokator jadrowy AHR (ang. AHR nucle-
ar translocator); CAR — konstytutywny recep-
tor androstanu (ang. constitutive androstane re-
ceptor); CYP —cytochrom P450; CYP - gen cy-
tochromu P450; DBD —domena wigzgca DNA
(ang. DNA binding domain); DOC — docetak-
sol; DR — powtdrzenia sekwencji proste (ang.
didirect repeats); EM — osoba z prawidtowym
metabolizmem (ang. extensive metabolizer); ER
— powtdrzenia sekwencji naprzeciwlegte;
FXR — receptor kwaséw zoétciowych (ang.
farnesoid X receptor); HAT — acetylotransfera-
za histonowa (ang. histone acetyl transferase);
HDAC — deacetylaza histonowa (ang. histone
deacetylase); IM — osoba ze zmienionym me-
tabolizmem (ang. intermediate metabolizer); IR
— powtoérzenia sekwencji odwrécone (ang.
indirect repeats); LXR —watrobowy receptor X
(ang. liver X receptor); LBD —domena wigzgca
ligand (ang. Ugand binding domain); NcoR —ko-
represor receptora jadrowego (ang. nuclear re-
ceptor co-repressor); NLS —sekwencja kierujgca
do jadra (ang. nuclear localization signal); OR
— receptory "sieroce"; PAC — paklitaksol;
PB — fenobarbital (ang. phenobarbital); PBREM
— region wzmacniajacy odpowiedz na feno-
barbital (ang. PB response enhancer module); PM
— osoba stabo metabolizujaca (ang. poor meta-
bolizer); PPAR —receptor aktywowany przez
proliferatory peroksysoméw (ang. peroxisome
proliferator activated receptor); PXR —receptor X
pregnanu (ang. pregnane X receptor); p300/CPB
— koaktywator transkrypcji w odpowiedzi na
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Zawarto$¢ biatek cytochromow P450 jest tez odmienna u
ludzi w zaleznosci od przynaleznos$ci do populacji. Na ogdét,
azjatycka grupe etniczna charakteryzuja nizsze, w poréwna-
niu z innymi, poziomy enzymow metabolizujagcych [10,11].

Rycina 1. Zmienno$¢ aktywnos$ci wobec specyficz-
nych substratéw izoenzymoéw cytochromu P450 w
komorkach watroby pobranych od 18 pacjentow (na
podstawie [10,11]).

W zaleznosci od zdolnosci do metabolizowania gtéwnych
lekéw wyrdznia sie zasadniczo trzy typy pacjentéw. Najcze-
Sciej wystepujaca grupa sg pacjenci przecietnie metabolizuja-
cy leki. Osoby stabo metabolizujgce charakteryzuje obnizona
aktywnosé danego enzymu lub brak jego aktywnosci. Nato-
miast pacjenci charakteryzujacy sie znacznie podwyzszong
aktywnos$cig danego enzymu nalezg do grupy, ktdéra bardzo
szybko metabolizuje podawane leki. W przypadku gdy me-
tabolizm leku prowadzi do jego deaktywacji (Ryc. 2), wow-
czas u pacjentow stabo metabolizujgcych stezenie tego leku
we krwi, podczas wielokrotnego podawania jest wysokie i
wysoki jego poziom utrzymuje sie przez dtuzszy okres cza-
su. Istnieje jednak niebezpieczenstwo, ze wysokie stezenie
leku moze w tym przypadku powodowac nasilenie dziatan
niepozadanych. U oséb ze zdolnoscig do bardzo szybkie-
go metabolizmu stezenie leku bedzie szybko obnizac¢ sie po
jego podaniu i aby uzyskac taki sam efekt terapeutyczny
trzeba u nich stosowa¢ wyzsze dawki lub podawac je cze-
Sciej. Natomiast w sytuacji, gdy metabolizm prowadzi do
aktywacji podawanego leku, pacjenci wolno metabolizujg-
cy musza otrzymywac wyzsze jego dawki, gdyz to zapewni
odpowiednio wysokie, terapeutyczne stezenie aktywnego
metabolitu. U oséb z szybkim metabolizmem aktywny me-
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tabolit powstaje

Slaby' w szybkim tem-
metabolizm pie i dlatego juz
niskie dawki

leku przynosza
pozadany efekt
terapeutyczny.
Od profilu me-
tabolicznego pa-
cjenta zalezy tez
jego zdolnos$é
do zapadania na
niektére choroby,
w tym na, indu-
kowane aktyw-
nymi metaboli-
tami  zwigzkoéw
kancerogennych,
choroby nowo-
tworowe [2],

Stezenie leku we krwi

Intensywny
metabolizm

P

(i

Czas IZOENZYMOW
P450

SteZenie leku we krwi

Rycina 2. Zmiana stezenia leku we krwi u pacjentéw
z réznym poziomem enzyméw metabolizujacych,
po kolejnych dawkach leku, co oznaczono strzatka-
mi. Wykresy dotyczg sytuacji, gdy metabolizm pro-
wadzi do deaktywacji (na podstawie [1]).

Wszystkie
kluczowe dla
biotransformacji
lekéw izoenzy-
my cytochromu
P450, tj. CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2El
oraz, jak stwierdzono ostatnio, takze CYP3A4, wystepujg w
kilku odmianach polimorficznych. Pacjenci ,,przecietnie me-
tabolizujacy” (EM) posiadajg prawidtowg forme Izoenzymu
CYP z niezmienionymi allelami. Osoby ,,po$rednio metabo-
lizujagce" (IM) sa heterozygotami czyli posiadajg zmieniony
jeden z alleli kodujacych CYP. Z kolei osoby ,,stabo metabo-
lizujgce" (PM) charakteryzujg sie mutacjg w genie (homozy-
gota recesywna), ktéra powoduje zmniejszong aktywnos$¢
danego izoenzymu lub jego brak. Natomiast pacjenci posia-
dajgcy wiecej niz dwie kopie danego genu nalezg do grupy
»,bardzo intensywnie metabolizujgcych" (UM) [12]. W tabeli
1 przedstawiono witasciwosci poszczegdélnych odmian poli-
morficznych izoenzymow P450 oraz czesto$é ich wystepo-
wania w kaukaskiej i azjatyckiej grupie etnicznej.

CYP2D6

Najlepiej poznany zostat polimorfizm izoenzymu CYP2D6.
Do tej pory znaleziono ponad 40 ré6znych odmian polimor-
ficznych tego enzymu oznaczonych symbolami od *1 do
*43. Obejmujg one 26 alleli kodujacych niefunkcjonalny en-
zym oraz 6 alleli kodujacych biatko o obnizonej aktywno-
§ci [13,14], 1zoenzym CYP2D6 uczestniczy w metabolizmie
okoto 25% stosowanych powszechnie lekow takich jak (3
blokery, leki antydepresyjne, neuroleptyki, leki antyaryt-
miczne i opioidy [15]. 20% o0s6b kaukaskiej grupy etnicznej
i okoto 1% pozostatej czesci populacji ludzkiej posiada nie-
aktywny izoenzym CYP2D6. Natomiast blisko 6% populacji
pozbawionej jest tego enzymu. Na rycinie 3 przedstawiono
rozklad czestosci wystepowania pacjentow kaukaskiej gru-
py etnicznej o réznej zdolnosci do metabolizmu z udziatem
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CYP2C9

Tabela 1. Polimorfizm genéw wybranych izoenzyméw cytochromu P450 cztowieka, wg. [3].

CYP2D6. Obok przewazajacej liczby osob przecietnie meta-
bolizujgcych (EM) i niewielkiej populacji stabo metabolizu-
jacych (PM), wystepuje znaczna liczba pacjentéw o bardzo
intensywnej zdolnosci do transformacji (UM). W przypad-
ku pacjentéw PM zahamowany metabolizm deaktywacyjny
lekow katalizowany przez CYP2D6 obniza ich tempo wyda-
lania z organizmu, co zwieksza ryzyko wystepowania tok-
sycznych dziatan niepozadanych [3,16]. Jednym z przykta-
dow sg leki antydepresyjne, np. nortryptylina, ktére sg tok-
syczne dla pacjentéw ze stabym metabolizmem (Tabela 2)
[14], W przypadku za$ lekbw wymagajacych enzymatycznej
aktywacji w obecnosci CYP2D6, np. lekéw o dziataniu an-
tyarytmicznym czy opioidowych lekéw przeciwbélowych
(kodeiny i tramadolu), brak izoenzymu CYP2D6 znacznie
obniza skuteczno$¢ dziatania tych farmaceutykow [14,15].

30
W
25 1

20 1

oM
| B
|

CzestosSc wystepowania
izoenzymu CYP2D6 w populacji
ey

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

Rycina 3. Rozk}ad czestosci wystepowania pacjentéw o r6znej zdolnosci do meta-
bolizmu z udziatem CYP2D6; EM, pacjenci z prawidtowym metabolizmem, PM,
pacjenci ,,stabo metabolizujacy" i UM, pacjenci ,,bardzo silnie metabolizujacy"
(na podstawie [11]).
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Petnigcy  wazng
Czesto$é wystepowania role w metabolizmie
1zoenzym w populacji ludzkiej ponad stu lekow,
cytochromu P450 Wersje genow  Funkcje kaukaska azjatycka grupa izoenzym CYP?CQ
8HR3na fony etniczna [%] WySt_QpUJe w _k”kU
CYP2A6 CYP2A6*2 enzym nieaktywny 1-3 0 odmianach polimor-
CYP2A6*3 nieznana 0 0 flcznyc_h. qu_m_any
CYP2AG*4 nieznana 1 15 tego biatka rozniace
CYP2A6*5 defekt enzymu 0 1 sie jednym amino-
CYP2C9 CYP2C9*2 obnizone powinowactwo 0-13 0 kwasem, CYP2C9*2
do reduktazy P450 i CYP2C9*3, wyste-
CYP2C9*3 zmieniona specyficznos$¢ substratowa 7-9 2-3 puja odpowiednio u
CYP2C19 CYP2C19*2 enzym n!eaktywny 13 23-32 okoto 20% populacji
CYP2C19*3 enzym nieaktywny 0 6-10 kaukaskiej i zaledwie
CYP2D6 CYP2D6*2xn obnizona aktywnos¢ 1-5 0-2 0 . .
CYP2D6*4 enzym nieaktywny 12-21 1 u 2 do 3% azjatyckiej
CYP2D6*5 brak enzymu 4-6 6 grupy etnicznej. Ich
CYP2D6*10 enzym niestabilny 1-2 50 obecno$¢ odpowiada
CYP2D6*17 zmniejszone powinowactwo 0 nieokreslona za obnizony meta-
do substratu bolizm wielu lekéw,
CYP2E1 CYP2E1*2 obnizony poziom ekspresji 0 0 wérdd ktorych znaj-
CYP2E1*3 efekt nieznany <1 1 duja sie m.in. leki

CYP2E1*4 efekt nieznany <1 nieokreslona T
. antykoagulacyjne

CYP3A4 CYP3A4*2 wyzsze Kmdla substratu 3 0 f .

CYP3A4*3 efekt nieznany 0 <1 (warfaryna i aceno-

kumarol), powszech-

nie stosowane nieste-
roidowe leki przeciwzapalne (ibuprofen i diklofenak) i lek
przeciwpadaczkowy (fenytoina). Dobrze poznano w klinice
wptyw polimorfizmu CYP2C9 na dziatanie warfaryny, ob-
nizajacej krzepliwos$¢ krwi. SzczegOlnie pacjenci z wersjg
genu CYP2C9*3 bardzo stabo metabolizujg warfaryne, co
powoduje, ze tylko 10% jej ilosci zostaje wydalone z organi-
zmu w okres$lonym czasie. Utrzymujace sie zbyt dtugo wy-
sokie stezenie leku we krwi stwarza zagrozenie krwotoku
wewnetrznego [15]. W przypadku tych pacjentow dawka
warfaryny powinna by¢ okoto 10-16 razy nizsza. Podobnie
jest w przypadku fenytoiny. Pacjenci z allelem CYP2C9*2 i
CYP2C9*3 wymagaja stosowania dawki leku nizszej o jedng
trzecig niz osoby z niezmienionym typem biatka. W prze-
ciwnym razie za wysokie stezenie fenytoiny jest toksyczne
dla uktadu nerwowego [14],

CYP2C19

Badania przemian mefenytoiny stosowanej w leczeniu
padaczki i obserwacja nietypowego przebiegu terapii tym
lekiem pozwolity na odkrycie odmian polimorficznych izo-
enzymu CYP2C19. Grupa stabo metabolizujacych pacjentow
znacznie czesciej wystepuje u Azjatow (23-30%) niz wsrod
kaukaskiej grupy etnicznej (1-13%). Dotychczas zidentyfiko-
wano okoto 15 alleli tego genu, z ktérych sze$¢, CYP2C19*2
do *8 koduje nieaktywny enzym. Dwa gtéwne allele to CY-
P2C19*2 z mutacjg punktowag w eksonie 5 i CYP2C19*3 za-
wierajacy kodon ,,stop” w eksonie 4 [14,16], Jednym z lekow
metabolizowanych przez izoenzym CYP2C19 jest omeprazol,
ktory nalezy do inhibitorow pompy protonowej, zmniejsza-
jac wydzielanie protonéw do $wiatta zotadka i jest stoso-
wany w leczeniu wrzodoéw zotgdka. Podczas stosowania
omeprazolu u pacjentéw stabo metabolizujacych (Tabela 2)
zaobserwowano niekorzystny efekt wzrostu stezenia jondw
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wodorowych, a przy dtuzszej terapii wzrost wydzielania
kwasu solnego w jamie zotgdka [15].

CYP3A4

Izoenzym CYP3A4 jest jednym z kluczowych izoenzy-
mow cytochromu P450 iuczestniczy w metabolizmie wie-
lu réznych zwigzkéw endogennych (takich jak kortyzol,
testosteron, estradiol i progesteron), jak i powszechnie
stosowanych lekéw [17]. Nalezg do nich erytromycyna,
midazolam, a takze leki przeciwnowotworowe np. eto-
pozyd i tamoksyfen. Obecnie znanych jest okoto 40 alleli
genu kodujgcego izoenzym CYP3A4. Najbardziej rozpo-
wszechniong wsérdd ludzi odmiang polimorficzng genu
tego biatka jest CYP3A4*1B wystepujaca u ponad potowy
populacji afroamerykanéw i tylko u 5% populacji kau-
kaskiej, natomiast nie wystepujaca u azjatyckiej grupy
etnicznej. Pozostate odmiany polimorficzne izoenzymu
CYP3A4 mimo, ze jest ich stosunkowo duzo, wystepuja
znacznie rzadziej, bo tylko u 2-3% ogdlnej populacji [18].
Nie udato sie w petni wyjasni¢ znaczenia mutacji w genie
CYP3A4 dla przemian metabolicznych katalizowanych
przez ten enzym. Okazato sie bowiem, ze wiekszo$¢ ba-
danych reakcji, w tym metabolizm testosteronu i proge-
steronu, zachodzi w bardzo zblizony sposéb z udziatem
prawidtowego i zmutowanego enzymu CYP3A4. Wyjat-
kiem jest zmiana w przebiegu metabolizm testosteronu
w obecnosci genéw biatek o allelach CYP3A4*17 i CY-
P3A4*18. Obnizong aktywno$é enzymu CYP3A4 zaobser-
wowano takze podczas reakcji przemiany 6-hydroksykor-
tyzolu do kortyzolu u pacjentéw posiadajacych odmiany
gendéw CYP3A4*4, *5 i *6 [19,20]. Nie wykazano wiec
jednoznacznie, Zze mutacje w genie kodujgcym izoenzym

CYP3A4 majg, w przeciwienstwie do innych izoenzymoéw
cytochromu P450, istotny wptyw na aktywnos$¢ katali-
tyczng tego biatka. Bioragc pod uwage niskg czestotliwos¢
wystepowania zmutowanych form u ludzi, polimorfizm
izoenzymu CYP3A4 ma niewielki wptyw na metabolizm
lekéw iich wydalanie z organizmu.

POLIMORFIZM A TERAPIA PRZECIWNOWOTWOROWA
I PODATNOSC NA NOWOTWORY

Problemy wynikajace z polimorfizmu genéw cytochro-
mow P450 wystepujg zwtaszcza w terapii przeciwnowo-
tworowej. Waskie ,,okno terapeutyczne" optymalnego
stezenia leku jest przyczyng duzej podatno$ci na metabo-
lizm lekow przeciwnowotworowych, a w konsekwencji
na efekty terapii u poszczegdlnych pacjentéw. Jednym z
gtéwnych izoenzymow metabolizujgcym leki przeciwno-
wotworowe jest CYP2B6. Dotychczas zidentyfikowano 25
réznych alleli genu tego biatka. Wykazano tez, ze aktyw-
nos¢ izoenzymu CYP2B6 zalezy roéwniez od pici. Na przy-
ktad w reakcji N-demetylacji S-mefenytoiny 7% kobiet
i 20% mezczyzn wykazywato obnizona aktywnos$¢ tego
izoenzymu [15]. Cyklofosfamid o wtasciwosciach prze-
ciwnowotworowych ulega aktywacyjnej 4-hydroksylacji
przed wszystkim w obecnosci izoformy CYP2B6*6 [9,17],
U pacjentéw PM metabolizm cyklofosfamidu do jego ak-
tywnej pochodnej hydroksylowej jest zahamowany, co
wywotuje ostabiony efekt terapeutyczny przy danej daw-
ce (Tabela 2). Izoforma CYP2B6*6 bierze réwniez udziat
w metabolizmie leku o nazwie efawirenz stosowanego
w terapii skierowanej przeciw HIV. W tym przypadku
obnizona aktywno$¢ metaboliczna hamuje detoksyka-
cje i obserwuje sie silniejsze efekty uboczne zwigzane z

zaburzeniami  funk-

cjonowania uktadu
Tabela 2. Efekty zahamowania metabolizmu lekow u pacjentéw z niska aktywnos$cig izoenzymow cytochromu P450. nerwowego [13,15].
o Wiadomo réwniez,
g/?eggg] Substrat Kategoria leku Wywotany efekt u PM Eilzicvlgn- ze zmieniony poziom
' N o niektorych  izoenzy-
debrisoquina p/nadcis$nieniu zaostrzone efekty uboczne 19 méw np. CYPLAL1/2
nortryptylina p/depresyjny 13 moze mie¢ wptyw na
CYP2D6 ryzyko zachorowania
fluoksetyna p/bélowe zaostrzone efekty uboczne i rozwoju nowotwo-
kodeina ostabiony efekt p/b6lowy réw [17,18], CYP1A2
jest enzymem meta-
tramadol ostabiony efekt p/bélowy 3,13,14 Jbolizu' Cy m rzede
warfaryna antykoagulacyjn krwotok wewnetrzny 3,12,13 Ji.y P ial
acenokumarol antykoagulacyjny krwotok wewnetrzny 13 WSZySt_ m . potencjal-
CYP2CY ne zwigzki kancero-
fenytoina p/padaczkowy toksyczne efekty neurologiczne genne do ich form ak-
tywnych. Podwyzszo-
tolbutamid p/cukrzycowy hipoglikemia 3,13 ny poziom CYP1A2 u
omeprazol podwyzszajgcy zaostrzone efekty uboczne, 3,12,13 0s6b 0 intensywnym
pH Zotadka . . .
przyspieszone tempo leczenia metabo!lzmle ZWIQk'-
CYP2C19 przy stosowaniu klarytromycyny sza stgzenie we krw_l
aktywnych metaboli-
diazepam antydepresyjny wydtuzone inasilone 13 tow zwigzkdw takich
dziatanie uspakajajace jak policykliczne we-
cyclofosfamid* p./nowotworowy przyspieszony metabolizm 14.16 glowodory aroma-
leku, silne efekty uboczne
CYP2B6 ty(_:z_ne, w tym benzo-
efavirenz* p/HIV zaostrzone skutki uboczne 12.14.16 [ajplren,_ aminy he-
dotyczace uktadu nerwowego terocykliczne pocho-
dzace z przetworzonej
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zywnosci czy mykotoksyny, takie jak aflatoksyna. Spo-
wodowana polimorfizmem ograniczona zdolnos$¢ czesci
populacji do metabolizmu prokancerogendéw stanowi¢
moze jej naturalng obrone przed dziataniem reaktywnych
metabolitow.

INDUKCJA EKSPRESJI GENOW IZOENZYMOW P450

Jak wspomniano, aktywno$¢ katalityczna i poziom
izoenzymow cytochromu P450 w rdznorodnych tkan-
kach zalezy nie tylko od profilu genetycznego pacjenta,
ale rowniez od wptywu czynnikow zewnetrznych, w tym
kontaktu z ksenobiotykami [5], Obecnos$¢ ksenobiotykéw
w organizmie moze mie¢ wptyw na indukcje ekspresji
okreslonych izoenzymow cytochromu P450 i wptywac,
podobnie jak polimorfizm ich genéw, na zréznicowany
metabolizm lekéw, a tym samym modulowac ich dziata-
nie. Podczas indukcji transkrypcji decydujaca role odgry-
wajg czynniki transkrypcyjne regulujgce aktywnos$¢ gru-
py gendw, poprzez zwigzanie sie¢ do DNA w miejscach
regulatorowych.

RECEPTORY JADROWE

Wsréd czynnikéw transkrypcyjnych wyodrebniono biat-
ka z rodziny bHLH-PAS i receptory jadrowe, do ktérych
naleza: hormonalne receptory jadrowe (NHR). Przedsta-
wicielem bHLH-PAS jest czynnik AhR aktywowany przez
wielopier$cieniowe zwigzki organiczne, w tym dioksyny i
ich pochodne [21]. Hormonalne receptory jadrowe tworzg
rodzine biatek, w obrebie ktérej wyrdzniono trzy gtdwne
klasy. Klase I reprezentuja receptory steroidowe, do ktérych
nalezg receptory: progesteronowy (PR), estrogenowy (ER),
glukokortykoidowy (GR), androgenowy (AR) i mineralo-
kortykoidowy (MR). Receptory tyroidowe stanowig Il klase,
w skiad ktorej wchodzi receptor tyroidowy (TR), receptor
witaminy D (VDR) i receptor kwasu retinolowego (RAR)
[22], Klase Ill tworzg tzw. receptory ,sieroce”, do ktdérych
naleza: receptor pregnanu X (PXR), konstytutywny receptor
androstanu (CAR), receptor aktywowany przez proliferato-
ry peroksysomoéw (PPAR), watrobowy receptor X (LXR), re-
ceptor kwasow z6tciowych (FXR) i receptor retinoidowy X
(RXR) [23]. Wszystkie wymienione czynniki transkrypcyjne
okreslono mianem receptorow ksenobiotykéw (XR), ponie-
waz aktywnos$¢ biologiczna zwigzkéw egzogennych zalezy
bezposrednio od tych receptoréw [21].

Hormonalne receptory jadrowe wykazujg w obrebie catej
rodziny podobienstwa strukturalne i funkcjonalne. W ich
strukturze wyré6znia sie w rejonie C-koncowym domene
wiazacg ligand (LBD), o sekwencji zachowanej w ewolucji,
potozong centralnie domene wigzagcg DNA (DBD), domeny
aktywujace transkrypcje (AF-1 i AF-2) i centralng domene
typu ,,zawiasu" [24]. Domena DBD sktada sie z dwoch pal-
céw cynkowych, stanowigcych motyw umozliwiajacy roz-
poznanie sekwencji i zwigzanie sie biatka do duzego rowka
DNA w miejscu regulatorowym genu docelowego. Domena
tawigze sie z sekwencjg zawierajgca powtdrzenia AGAACA
lub AGGTCA. Powtorzenia tworzg sekwencje zgodne, ktore
moga by¢ proste (DR), odwrécone (IR) lub naprzeciwlegte
(ER). Domena LBD sk#ada sie z a-helis ostaniajgcych hydro-
fobowy rdzen bedacy miejscem wigzania z ligandem. Za-
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Receptor nieaktywny

Receptor aktywny

Rycina 4. Schemat dziatania receptoréw jadrowych (na podstawie [24,27]). A,
nieaktywny heterodimer receptoréw NR i RXR, przytacza biatka korepresorowe,
ktore oddziatuja z deacetylaza histonowa, HDAC, uniemozliwiajac rozluznienie
chromatyny; B, aktywny receptor indukuje zmiany konformacyjne tak, ze w miej-
sce korepresora przytacza sie¢ koaktywator. Koaktywator aktywuje acetylotranfe-
raze histonowa, HAT i biatka histonowe ulegaja acetylacji, co powoduje zmniej-
szenie ich powinowactwa do DNA, rozluznienie struktury chromatyny, a przez
to udostepnienie rejonéw genu dla czynnikéw transkrypcyjnych.

wiera rowniez sygnat kierujacy do jadra komorkowego oraz
motyw odpowiedzialny za zmiane konformacji receptora
pod wptywem zwigzania liganda lub agonisty. Na C-koncu
LBD znajduje sie motyw AF-2, o sekwencji Leu-X-X-X-X-
Leu, ktérego rolg jest aktywacja transkrypcji. Podobna role
petni AF-1. W regionach domen AF znajduja sie tez sekwen-
cje wigzania specyficznych koaktywatoréw oraz sekwencje
warunkujgce powinowactwo receptora do okreslonych
promotorédw. Region ,zawiasowy" pozwala na zmiennos¢
konformacji biatka pod wptywem wigzania z ligandem. Jest
miejscem wigzania sie korepresoréw transkrypcji i zawiera
tez sygnat translokacji do jadra [25].

Przed zwigzaniem do sekwencji regulatorowej w DNA
etapem wstepnym mechanizmu dziatania receptoréw ja-
drowych jest modyfikacja struktury chromatyny, prowa-
dzaca do jej rozluznienia. W sytuacji gdy receptor nie jest
aktywny, chromatyna wystepuje w formie skondensowanej
(Ryc. 4A), gdyz reszty lizyn w histonach nie sg zacetylo-
wane i dostep do DNA jest utrudniony. W taki wypadku
heterodimer receptora NR i RXR moze wigza¢ specyficzne
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Tabela 3. Zestawienie receptoréw i indukowanych przez nie izoenzymdw cytochromu P450.

Receptor

PXR —receptor X pregnanu

CAR —konstytutywny receptor androstanu

AHR —Aryl hydrocarbon receptor

PPAR —receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow
LXR —receptor X watrobowy

FXR —receptor X farnesolu

korepresory, NCoR i SMRT, oddziatujgce z deacetylazami
historiowymi (HDAC). Konsekwencjg takiego stanu jest za-
hamowanie transkrypcji [26]. W odpowiedzi na aktywacje
receptora, np. poprzez zwigzanie z ligandem tub poprzez
fosforylacje, znaczgco zmienia sie struktura domeny wig-
z3cej ligand, prowadzac do zmiany potozenia domeny ak-
tywacyjnej AF-2 (Ryc. 4B). Nastepuje wéwczas dysocjacja
korepresora, ktérego zastepuje koaktywator, np. SRC-1, lub
p300/CPB. Koaktywator aktywuje acetylotransferaze histo-
nowg (HAT) i biatka histonowe zostajg zacetylowane, co
powoduje zmniejszenie ich powinowactwa w stosunku do
DNA. W konsekwencji obserwuje sie rozluznienie struktury
chromatyny, dzigki czemu odpowiednie rejony gendw stajg
sie dostepne. W ten sposdb lub poprzez inne dziatanie ko-
aktywatora aktywowane sg kolejne biatka i kompleks trans-
krypcyjny przechodzi do stanu aktywnego, co umozliwia
przytgczenie polimerazy RNAII [27],

Badania ostatniej dekady wykazaty, ze wiele r6znorod-
nych ksenobiotykéw bedacych substratami izoenzymow
cytochromu P450, jest réwniez induktorami ich receptoréw
jadrowych [28]. Tak wiec receptory jadrowe i geny kodu-
jace izoenzymy P450 tworzg sie¢ powigzan i zaleznosci, w
ktérych enzymy metabolizujac specyficzne ligandy recep-
toréw wplywajg na ich odpowiedZ prowadzaca do induk-
cji ekspresji genéw tych enzymoéw. Zaleznos$¢ ta ma zatem
charakter regulacji typu sprzezenie zwrotne. Sposrdd recep-
toréw jadrowych najwazniejsze w regulacji ekspresji genow
kodujacych cytochromy P450 sg dwa z nich, PXR, CAR. W
tym procesie odgrywaja rowniez role receptory PPAR, LXR
i FXR (Tabela 3).

EKSPRESJA GENOW CYP3A | CYP2B

Dwa receptory jadrowe, PXR i CAR, odgrywajg gtéwng
role w indukcji genéw, odpowiednio CYP3A i CYP2B. Ro-
dziny biatek CYP3A i CYP2B to izoenzymy P450 kluczowe
dla metabolizmu wiekszo$ci lekow stosowanych w Klinice,
stad receptory jadrowe PXR i CAR wzbudzajg najwieksze
zainteresowanie spos$réd wszystkich receptoréw jadro-
wych. Oba receptory okre$lane byty wczesniej, zgodnie z
koncepcja ,,odwrotnej endokrynologii”, jako ,receptory sie-
roce", gdyz najpierw zidentyfikowano ich geny, a nastepnie
dzieki identyfikacji ligandow specyficznych dla biatek PXR
i CAR poznano ich role w metabolizmie ksenobiotykdw
[29]. Jednak lista genéw regulowanych przez oba receptory
jest znacznie szersza (Tabela 4). Nalezg do niej zaréwno en-
zymy biorgce udziat w oksydacyjnym utlenianiu ksenobio-
tykow w fazie | metabolizmu, jak i w koniugacji fazy Il i w
transporcie zaliczanym do fazy Ill przemian ksenobiotykdw
[30]. PXR i CAR okazaty sie rowniez niezbedne w ochronie
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Izoenzymy cytochromu P450

CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, CYP2C9, CYP2C19, CYP2C8
CYP2B1, CYP2B2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4
CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1

CYP4A1, CYP4A2, CYP4A3

CYP7A1

CYP7A1

mozgu, poniewaz moga wzmacniaé bariere krew-mdzg po-
przez indukcje syntezy glikoproteiny P, nalezacej do rodzi-
ny biatek ABC, ktora jest transporterem btonowym [31]. W
przypadku obu receptorow droga przekazywania sygnatéow
dla uruchomienia transkrypcji jest jeszcze niejasna. Wyniki
badan prowadzonych na myszach pozwolity na stwierdze-
nie, ze przynajmniej na ostatnim etapie zachodzacym w ja-
drze komorkowym, mechanizmy dziatania obu receptorow
PXR i CAR, sg podobne.

Pierwsze doniesienia na temat receptora pregnanu
(PXR) pojawity sie w 1998 roku [32], Receptor PXR wy-
stepuje przede wszystkim w watrobie, w jelicie cienkim,
w jelicie grubym i w nerkach. Endogennymi ligandami
PXR sa pregnany, od ktérych receptor wzigt swojg na-
zwe i do ktérych wykazuje najsilniejsze powinowactwo.
W nieobecnosci liganda w cytoplazmie receptor tworzy
kompleks z biatkami Hsp90 i CCRP (Ryc. 5). Istnienie
kompleksu PXR:Hsp90:CCRP zostato potwierdzone eks-
perymentalnie. Stwierdzono bowiem, ze w wyniku nade-
kspresji genow kodujacych biatko CCRP, ilos¢ czasteczek
receptora PXR w cytoplazmie wzrasta [33]. Przytaczenie
liganda, ktérym moze by¢ np. rifampicyna (RF), aktywuje
receptor, co prowadzi do dysocjacji kompleksu z biatka-
mi opiekuficzymi i umozliwia transport receptora do ja-
dra. Tam receptor pregnanu tworzy heterodimer z recep-
torem RXR. Jednoczes$nie nastepuje zwigzanie koaktywa-
tora, rozluznienie chromatyny i dimer PXR/RXR wigze
sie ze specyficznymi sekwencjami DNA. W przypadku
CYP3A4 cztowieka sg to tzw. elementy odpowiedzi na
ksenobiotyki (XREM i ER6), ktére bezposrednio indukuja
transkrypcje [34,35].

PXR jest receptorem o do$¢ szerokiej specyficznosci i
stabym powinowactwie do ligandéw. Na podstawie struk-
tury krystalicznej domeny wiazacej ligand stwierdzono, ze
hydrofobowa kieszen, jako miejsce wigzania liganda jest
wieksza niz u wiekszosci receptoréw jadrowych. W poblizu
kieszeni znajduje sie dodatkowa petla, co prawdopodobnie
daje mozliwo$¢ wigzania sie do niej zaré6wno wiekszych jak
i mniejszych ligandéw. Co wiecej, analiza struktury krysta-
licznej LBD z wybranym ligandem pozwolita stwierdzic,
ze ligand moze byé umieszczony w niszy domeny w trzech
réznych potozeniach [25], Tak wiec PXR, odmiennie od in-
nych receptoréw jadrowych, jest dos¢ ,wszechstronnym™
receptorem, zdolnym do oddziatywania z wieloma liganda-
mi. Jest tez zaangazowany w metabolizm kwaséw Zzdicio-
wych. Z jednej strony moze by¢ indukowany przez kwasy
z0tciowe, z drugiej strony jest zaangazowany w hamowanie
ekspresji genu izoenzymu CYPT7A, katalizujgcego reakcje
biosyntezy kwaséw z6tciowych z cholesterolu. Dodatko-
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l cytoplazma °

jadro
Komorkowe

PBREM

Rycina 5. Schemat szlaku przenoszenia sygnatu z udziatem receptoréw jadro-
wych PXR i CAR (wedtug [32,34]). W nieobecnosci liganda, w cytoplazmie re-
ceptory PXR i CAR tworza kompleks z biatkami Hsp90 i CCRP. Przytaczenie
rifampicyny (RF) prowadzi do dysocjacji kompleksu z biatkami opiekuriczymi
iumozliwia transport receptora do jadra, gdzie tworzy heterodimer z RXR. Jed-
noczesnie nastepuje zwigzanie koaktywatora i dimer PXR/RXR wigze sie do mo-
tywu XREM sekwencji DNA, co indukuje transkrypcje mRNA. Fenobarbital (PB)
prawdopodobnie indukuje fosfataze PP2A, ktéra katalizuje reakcje defosforylacji
receptora CAR, umozliwiajac jego transport do jadra. Tam moga nastapi¢ dalsze
modyfikacje CAR, po czym tworzy sie heterodimer CAR/RXR, ktéry rozpoznaje
specyficzng sekwencje PBREM, aktywujac polimeraze RNAII.

Tabela 4. Geny docelowe dla receptor6w PXR i CAR oraz AhR.

Geny docelowe dla receptora PXR

CYP3A4; CYP3A5; CYP3A7; CYP2B6; CYP2C8; CYP2C9; CYP2C19 -

MDR1, MRP1 —geny kodujace biatka transportowe z rodziny ABC

Geny docelowe dla receptora CAR

CYP2B1; CYP2B2; CYP2B6; CYP2C9; CYP2C19; CYP3A4 - | faza metabolizmu
SULT (sulfotransferaza); UGT1Al, UGT2B1 (UDP-glukuronylotransferaza) — Il faza metabolizmu

MRP1 —geny kodujace biatka transportowe z rodziny ABC

Geny docelowe dla receptora AHR

CYP1A1l; CYP1A2; CYP1B1 - |faza metabolizmu
GSTA2 —tranferaza glutationu —II faza metabolizmu

UGT1Al, UGT1A6 (UDP-glukuronylotransferaza) — Il faza metabolizmu
p21; p27; c-jun; junD; IL-2; Bax; IGFBP-1 —proliferacja i r6znicowanie komdrek
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wo, PXR bierze udziat w indukcji ekspresji gendw biatek
transformujacych kwasy zotciowe do ich nietoksycznych
metabolitéw oraz gendw kodujgcych biatka transportujace
te metabolity poza komorke [21]

Konstytutywny receptor androstanu (CAR), wystepuje
gtdwnie w watrobie, a w mniejszej ilosci w jelicie cienkim
i w zotadku. W odréznieniu od wiekszosci receptoréw ja-
drowych, ktére sktadajg sie z pieciu domen, CAR posiada
trzy: domene wigzgcg DNA, region zawiasowy i domene
wiazacg ligand [33]. Zostat poczatkowo zidentyfikowany
jako receptor konstytutywny niewymagajacy do aktywacji
zwiazania z ligandem. Wcze$niej wykazano, ze fenobarbital
(PB), indukuje ekspresje genow kilku rodzin izoenzymow
P450, szczego6lnie CYP2B. Jednak nie udato sie wéwczas
wykazac¢, ze PB jest ligandem jakiegokolwiek receptora.
Znaleziono natomiast rejon regulatorowy genu CYP2B2,
na ktoérego aktywacje miat wptyw PB. Region ten nazwany
PBREM [36,37] wzbudzit nadzieje na identyfikacje recepto-
ra PB. Jednocze$nie, w trakcie niezaleznie prowadzonych
badan odkryto jadrowy receptor sierocy, tworzacy hetero-
dimer z RXR i wigzacy sie z sekwencjg RARE DNA. Drugie
biatko dimeru zidentyfikowano woéwczas jako CAR, opie-
rajagc sie na fakcie, ze moze on aktywowac transkrypcje z
modutu RARE, bez koniecznoS$ci przytaczenia egzogennego
liganda. W wyniku dalszych badan udato sie wykaza¢, ze
CAR wykryty w kompleksie RXR wigzacym sie do sekwen-
cji RARE jest tym samym receptorem, ktéry miat wptyw na
ekspresje genu CYP2B poprzez oddziatywanie z regionem
PBREM. Okazato sie zatem, ze CAR moze regulowac induk-
cje CYP2B z udziatem PB. Wykazano tez, ze w hepatocytach
w nieobecnosci liganda, CAR, podobnie jak PXR, jest zlokali-
zowany w cytosolu, ajego transport do jadra jest zalezny od
PB lub od zwigzkdéw o podobnych wiasciwosciach mimo, ze
nie sg ligandami tego receptora [25]. Wyniki innych badan
udowodnity, ze ligandem CAR u myszy jest metabolit testo-
steronu, androstan, bedgcy odwrotnym agonistg tego recep-
tora. Odwrotnymi agonistami CAR cztowieka sg oprocz an-
drostanu takze polichlorowane weglowodory aromatyczne,
chlorowane pestycydy (np. DDT i metoksychlor) oraz lek
przeciwgrzybiczy, klotrimazol [37], Zidentyfikowano tez

| faza metabolizmu
SUIT (sulfotransferaza); UGT1Al, UGT1A3 (UDP-glukuronylotransferaza) — Il faza metabolizmu

zwigzekowtasciwosciach se-
lektywnego agonisty CAR; jest
nim pochodna imidazotiazolu
- CITCO.[38]

W Swietle powyzszych fak-
tow wydaje sie, ze dziatanie re-
ceptora CAR moze przebiegaé
co najmniej dwoma drogami,
poprzez jego ligandy bedace
odwrotnymi agonistami oraz
poprzez dziatanie fenobarbi-
talu, ktérego struktura odbie-
ga od agonistéw CAR (Ryc. 5).
Obie drogi prowadzg jednak do
umiejscowienia tego receptora
w jadrze i wigzania z tg samg
sekwencjag DNA. Fenobarbital
prawdopodobnie indukuje fos-
fataze PP2A, ktdra Kkatalizuje
reakcje defosforylacji receptora,
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umozliwiajgc w ten sposob jego transport do jadra, gdzie
by¢ moze zachodzi ponowna fosforylacja. W jadrze moga
nastapi¢ dalsze modyfikacje CAR, zwigzane z oddziaty-
waniem koregulatoréw typu SMRT, SRC-1 lub GRIP-1, po
czym, podobnie jak w przypadku PXR, tworzy sie heterodi-
mer CAR/RXR. W formie dimeru receptor rozpoznaje spe-
cyficzng sekwencje PBREM, ktora jest zachowana w ewolu-
cji u réznych gatunkow i zawiera motywy DR3, DR5 i ERS,
bedace réwniez sekwencjami rozpoznawczymi dla PXR. W
nastepstwie rozpoznania sekwencji nastepuje oddziatywa-
nie z biatkami odpowiedzialnymi za transkrycje [38,39],

Podsumowujac, indukcja ekspresji gendw z udziatem
PXR i CAR ma wiele punktéw stycznych. Oba receptory
moga indukowaé te same geny poprzez te same sekwencje
rozpoznawcze, chociaz rola typowych induktoréow rifampi-
cyny i fenobarbitalu w ekspresji tych gendw jest odmien-
na. Szczegdlnie zaproponowany model dziatania PB, nie
bedacego ligandem CAR, moze wskazywaé, ze mechanizm
kowalencyjnej modyfikacji aktywnosci biatka przez fosfory-
lacje moze by¢ istotny rowniez w przypadku innych recep-
toréw jadrowych. Do wyjasnienia pozostaje tez odpowiedz
na pytanie czy istniejg endogenne ligandy tych receptoréow
lub ich endogenni agonisci.

EKSPRESJA GENOW CYP1A

Geny kodujace izoenzymy CYP1A sg genami docelowymi
dla receptora AhR nalezacego do rodziny czynnikéw trans-
krypcyjnych bHLH-PAS. Jego rola w indukcji metabolizmu
zwigzkow kancerogennych zostata poznana wczes$niej niz
rola PXR i CAR w metabolizmie lekéw. AhR zawiera dome-
ne bHLH, znajdujaca sie¢ na N-koncu biatka, kt6rg tworzg
dwie a-helisy oraz motyw zbudowany z hydrofobowych
reszt aminokwasowych. Bierze on udziat w tworzeniu di-
merow na szlaku przekazywania sygnatéw i odpowiednim

ich ,ustawieniu™ w rejonie regulatora transkrypcji. Domeny
PAS sa niezbedne dla wigzania biatek opiekunczych, Hsp90
i XAP2, zawierajag domene wigzacg ligandy oraz miejsce
tworzenia heterodimeru z ARNT. Domena C-terminalna
(TAD) jest odpowiedzialna za aktywacje transkrypcji [21].

Receptor AhR jest syntetyzowany prawie w kazdej tkan-
ce, u wielu gatunkéw zwierzat (gady, ptaki, ryby i ssaki),
przy czym rozni sie w tych organizmach masa czastecz-
kowa, a takze budowg rejonu wigzacego ligand. W konse-
kwencji obserwuje sie miedzygatunkowe réznice w powi-
nowactwie do liganda. Jednak mechanizm przekazywania
sygnatu jest u wszystkich kregowcéw bardzo podobny i u
wszystkich prowadzi do indukcji ekspresji CYP1A [25], Naj-
lepiej poznanymi agonistami AhR sg dioksyny (wykazuja
najwyzsze powinowactwo do AhR), policykliczne weglo-
wodory aromatyczne (benzo[a]piren i 3-metylocholantren)
i polichlorowane bifenyle. Egzogennymi Ugandami sg tez
zwigzki pochodzenia naturalnego z grupy flawonoidow,
indoli i karotenoidéw zawarte w herbacie, ziotach, owocach
i warzywach. Ciggle poszukuje sie endogennych ligandow
AhR. Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze jest nim m.in.
kwas arachidonowy oraz produkty metabolizmu hemu, np.
bilirubina [40].

W stanie niezwigzanym z ligandem receptor AhR zlo-
kalizowany jest w cytoplazmie, w kompleksie z biatkami
opiekunczymi, Hsp90, XAP2 i p23 (Ryc. 6). Rolg Hsp90
jest prawdopodobnie ,,zakotwiczenie" receptora w cyto-
plazmie oraz utrzymanie go w konformacji zapewniajgcej
wysokie powinowactwo do liganda, podczas gdy XAP2
utrzymuje odpowiedni stopien pofatldowania biatka, a p23
kontroluje etap zwigzania liganda. Po zwigzaniu liganda
AhR ulega zmianie konformacyjnej, eksponujac sekwencje
kierujacg do jadra komorkowego (NLS) i w konsekwen-
cji transportowany jest do jadra. Tam nastepuje dysocja-

cja kompleksu receptora z biatkami

Rycina 6. Schemat dziatania receptora AhR (na podstawie [39]). W stanie niezwigzanym z ligandem receptor
AhR znajduje sie w cytoplazmie, w kompleksie z biatkami opiekuriczymi: Hsp90, XAP2 i p23. Po zwigzaniu
liganda AhR transportowany jest do jadra, gdzie nastepuje dysocjacja kompleksu receptora z biatkami opie-
kunczymi i zwigzany z ligandem receptor wiaze sie z biatkiem ARNT. Heterodimer AHR/ARNT oddziatuje
z koaktywatorami po czym wigze sie do specyficznego regionu regulatorowego o sekwencji 5-TNGCGTG-3'

i aktywuje transkrypcje CYP1A
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opiekuinczymi i zwigzany z ligandem
receptor wigze sie z biatkiem ARNT.
Heterodimer AhR/ARNT oddziatuje
nastepnie z koaktywatorami (p300/
CPB) indukujacymi acetylotransfera-
ze histonowg (HAT), po czym wigze
sie ze rejonem genu docelowego o se-
kwencji 5-TNGCGTG-3' i aktywuje
transkrypcje [40], Podana sekwencja
regulatorowa zostata po raz pierwszy
zidentyfikowana w genie kodujacym
CYP1Al myszy i nazwano jag DRE lub
XRE. Sekwencje DRE zidentyfikowano
w wielu genach indukowanych przez
receptor AhR, nazwanych genami Ah,
do ktorych nalezg nie tylko CYP1A1,
CYP1A2, CYP1B1, ale takze geny ko-
dujgce inne enzymy, np. zalezng od
NADPH oksydoreduktaze chinonowa,
dehydrogenaze aldehydowg, transfe-
raze UDP-glukuronianowg i transfera-
ze glutationowga. AhR peini zatem role
mediatora pomiedzy indukcjg metabo-
lizmu aktywacyjnego i detoksykacyj-
nego ksenobiotykow [25].
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Zwraca uwage fakt, ze przedtuzone dziatanie agonisty
AhR nie tylko aktywuje jego transkrypcje, ale indukuje row-
niez synteze wtasnego represora, biatka AhRR. Znajduje sie
ono w jadrze komorkowym iwigze ARNT. Powstaty hetero-
dimer, AhRR/ARNT, podobnie jak AhR/ARNT, wigze sie
z sekwencjg DRE i tym samym hamuje dziatanie receptora
AhR [41]. Natomiast droga proteolitycznej degradacji biatka
AhR jest indukowana przez sekwencje eksportu jadrowe-
go, ktéra odgrywa kluczowg role w usuwaniu receptora z
jadra. W cytoplazmie, AhR ulega niemal natychmiastowej
ubikwitylacji. W nieobecnosci liganda, receptor w komplek-
sie z biatkami opiekufnczymi nie ulega degradacji [42],

ROLA RECEPTOROW JADROWYCH W
ODDZIALYWANIACH LEK-LEK

Chociaz indukcja ekspresji genow kodujacych izoenzymy
cytochromu P450 jest odpowiedzig adaptacyjng jako ochrona
przeciwko dziataniu ksenobiotykéw, jednakze odpowiedz
ta stanowi jednoczesnie zrodto oddziatywan lek-lek. Anali-
zujac geny docelowe dla poszczeg6lnych receptorow jadro-
wych mozna zauwazy¢, ze receptory PXR i CAR posredniczg
w regulacji najwiekszej liczby enzyméw i biatek transportu-
jacych uczestniczacych w biotransformacji lekow. Aktywacja
tych receptorow wigze sig, z waznymi z klinicznego punku
widzenia, oddziatywaniami pomiedzy stosowanymi farma-
ceutykami. Klasycznym tego przyktadem sg rifampicyna i
hyperforyna, bedgce aktywatorami PXR oraz fenobarbital i
fenytoina, aktywatory CAR. Aktywacja PXR i CAR powodu-
je obnizenie stezenia innych ksenobiotykow i lekdw, ktére
sg przeksztatcane przez ulegajace jednoczesnej indukcji izo-
enzymy CYP3A i CYP2B. Rifampicyna wptywa na poziom
metabolizmu lekédw z grupy przeciwzakrzepowych, anty-
koncepcyjnych i glikokortykoidow. Wykazano, ze stosowa-
nie RF juz po 8 dniach powoduje wzrost stezenia mRNA ko-
dujgcego CYP3A4, glikoproteine P i MRP2, co prowadzi do
wzrostu tempa metabolizmu innych lekéw np. warfaryny.
Podobnie jest w przypadku hyperforyny, agonisty receptora
PXR. Bedac aktywnym sktadnikiem lekéw antydepresyjnych
przyjmowana w terapii tgcznie z innymi lekami powoduje
znaczacg zmiane w ich farmakokinetyce [43].

Aktywacja receptora PXR pocigga za sobg istotne konse-
kwencje kliniczne réwniez w przypadku lekéw przeciwno-
wotworowych. Dtuga ekspozycja komoérek organizmu na
dziatanie lekow przeciwnowotworowych iich metabolitow,
moze prowadzi¢ do niebezpiecznych skutkow sprzyjajac na-
wrotowi choroby [44], Charakterystycznym przyktadem le-
kéw, ktorych dziatanie wywotuje odmienne oddziatywania
lek-lek sg przeciwnowotworowe leki antymitotyczne: pa-
klitaksol (PAC) i docetaksol (DOC). Oba zwiazki sa podob-
ne strukturalnie, jednak dziatajg odmiennie na receptor PXR
(Ryc. 7). Paklitaksol zachowuje sie jak typowy agonista tego
receptora. Wigze sie z nim, indukujgc dysocjacje korepreso-
ra SMRT, a nastepnie przytgczenie koaktywatora SRC-1, co
pozwala na oddziatywanie z kompleksem transkrypcyjnym
i ekspresje gendw kodujagcych izoformy CYP3A4. Badania
in vitro potwierdzity indukcje syntezy izoenzymu CYP3A4
w wyniku traktowania komoérek paklitaksolem. Docetaksol
nie wykazuje takiej zdolno$ci. Okazato sig, ze powoduje on
takg zmiane konformacji w obrebie domeny receptora wig-
zacej ligand (LBD), ktéra uniemozliwia dysocjacje komplek-
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Gen CYP3A4

Rycina 7. Mechanizm oddziatywania lekéw przeciwnowotworowych paclitakso-
lu (PAC) idocetaksolu (DOC) z receptorem PXR (na podstawie [41,42]). PAC wig-
ze sie z PXR indukujgc dysocjacje korepresora SMRT, a nastepnie przykagczenie
koaktywatora SRC-1, co pozwala na oddziatywanie z kompleksem transkrypcyj-
nym i ekspresje genéw CYP3A4. DOC powoduje zmiane konformacji w obrebie
domeny receptora wigzacej ligand, co uniemozliwia dysocjagqe kompleksu z ko-
mpresorem SMRT, a wiec uniemozliwia zwigzanie z koaktywatorem i indukcja
ekspresji genu CYP3A4 nie zachodzi.

su z korepresorem SMRT, a wiec uniemozliwia zwigzanie z
koaktywatorem i w konsekwencji nie obserwuje sie induk-
cji ekspresji genu CYP3A4 [45,46]. Tak wiec podczas terapii
wielolekowej z paklitaksolem podwyzszonej metabolicznej
aktywacji bedg ulegaty leki metabolizowane przez CYP3A4,
co nie nastgpi w przypadku docetaksolu.

Oddziatywania lek-lek sg rowniez obserwowane podczas
stosowania tamoksyfenu i cyklofosfamidu. Z jednej strony
oba leki obnizajg stezenie w cytoplazmie zwigzkéw poda-
wanych z nimi jednocze$nie. Z drugiej strony tamoksyfen,
bedac antagonistg receptoréw estrogenowych, wigze sie z
receptorem w tym samym miejscu co estradiol. Jednak nie
miesci sie w kieszeni wiazacej ligand i indukuje takie zmiany
konformacyjne biatka, ktére powodujg zablokowanie eks-
presji odpowiednich gendw [46], Cyklofosfamid z kolei, jest
metabolizowany przez CYP3A4 i CYP2B6 do cytotoksycz-
nego 4-hydroksycyklofosfamidu. Stosowanie tgcznie cyklo-
fosfamidu z typowymi agonistami receptoréw PXR i CAR,
fenobarbitalem, dexametazonem irifampicyng, prowadzi do
wysokiego stezenia toksycznego metabolitu [48].

Inaczej niz paklitaksol, tamoksyfen i cyklofosfamid dzia-
fa ET-743 (Yondelis®). Zwigzek jest antagonistg receptora
PXR iwykazano, ze prowadzi do inhibicji ekspresji nie tylko
genu Cyp3A4, ale réwniez genu biatka btonowego MDR1.
Funkcjg biatka MDR1 jest usuwanie z komorki zwigzkow
hydrofobowych, w tym wiekszosci lekéw przeciwnowo-
tworowych, co znacznie obniza ich efektywne stezenie pro-
wadzac do opornosci na leki. Dlatego stosowanie ET-743
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tacznie z doksorubicyng podwyzsza jej stezenie w komarce,
co w rezultacie daje lepszy efekt terapii przeciwnowotwo-
rowej [49],

PODSUMOWANIE

Polimorfizm genéw cytochroméw P450 oraz indukcja ich
ekspresji, réznig sie w swojej naturze, mimo ze obie grupy
czynnikéw majg istotny wptyw na aktywno$¢ enzymow
metabolizujacych substancje endo- i egzogenne, w tym leki,
substancje toksyczne i kancerogeny. Wiedza o skutkach po-
limorfizmu gendéw enzyméw metabolizujgcych pozwala z
jednej strony przewidzie¢ roznice w efekcie dziatania lekow
u réznych pacjentéw, z drugiej za$ okresli¢ ryzyko zacho-
rowania na choroby wynikajgce z metabolizmu zwigzkdw
toksycznych obecnych w Srodowisku, w tym zwigzkdw pro-
kancerogennych. Zatem genotypowanie izoenzymdéw P450
moze pomo6c w identyfikacji pacjentéw zagrozonych wy-
stagpieniem efektow ubocznych zwigzanych z ostabionym
metabolizmem lub ze zbyt silng aktywacjg lekow. Powstaty
w tym celu bazy danych o réznicach w strukturze genéw
enzymoOw i o czestoSci ich wystepowania wséréd réznych
populacji, m.in. ,,Hap Map Project" [13]. Identyfikacja recep-
tor6w odpowiedzialnych za ekspresje genow kodujacych
enzymy metabolizujace leki oraz ich ligandéw, agonistow i
antagonistow to ciagle cel intensywnych prac badawczych.
Zmierzajg one do okre$lenia mechanizméw przekazywania
informacji od receptora do czynnikdw transkrypcyjnych i
polimerazy RNAII. Ostatnie 10 lat przyniosto istotne posze-
rzenie wiedzy o receptorach jadrowych PXR i CAR zwigza-
nych z metabolizmem lekéw, wczesniej poznano role AhR
w aktywacji zwigzkéw kancerogennych oraz znaczenie
PPAR dla metabolizmu kwaséw ttuszczowych. Wiedza o
indukcji gendéw enzymoéw katalizujacych [3- i co-oksydacje
kwasow ttuszczowych z udziatem PPAR pozwolita znalez¢
nowe ligandy tego receptora irozszerzy¢ grupe lekow zwa-
nych fibratami, ktérych prekursorem jest obnizajacy steze-
nie triglicerydow i cholesterolu w osoczu, klofibrat. Fakt ten
stwarza nadzieje, ze poszerzenie wiedzy o mechanizmach
indukcji genéw metabolizujgcych z udziatem PXR i CAR
pozwoli efektywniej sterowac terapia wielolekowg pacjen-
tow cierpigcych na wiele trudnych do wyleczenia chordb, w
tym choréb nowotworowych.

PISMIENNICTWO

1. Guengerich FP (2003) Cytochromes P450, Drugs and Diseases. Mol In-
terv 3:194-204

2. Rodriguez-Antona C, Ingelman-Sundberg M (2006) Cytochrome P450
pharmacogenetics and cancer. Oncogene 13:1679-1691

3. Ingelman-Sundberg M (2001) Implications of polimorphic cytochrome
P450-dependent drug metabolism for drug development. Drug Metab
Dispos 29: 570-573

4. Buetow KH, Edmonson MN, Cassidy AB (1999) Reliable identification
of large numbers of candidate SNPs from public EST data. Nat Genet
21: 323-325

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

6. Tang C, Lin JH, Lu AYH (2005) Metabolism —based drug —drug in-
teractions: what determines individual variability in cytochrome P450
induction? Drug Metab Dispos 33: 603-613

288

7. Mangelsdorf DJ, Thummel C, Beato M, Herrlich P, Schiitz G (1995) The
nuclear receptor superfamily: the second decade. Cell 83: 835-839

8. Rowland P, Blaney FE, Smyth MG, Jones JJ (2006) Crystal structure of
human Cytochrome P450 2D6. J Biol Chem 281: 7614-7622

9. Sakaki T, Inouye K (2000) Practical application of mammalian cyto-
chrome P450. J Biosci Bioeng 90: 583-590

10. Guengerich FP (2006) Cytochrome P450s and other enzymes in drug
metabolism and toxicity. AAPS J8: E101-E111

11. Guengerich FP (2005) Human cytochrome P450 enzymes. W: Ortiz
de Montellano PR (red) Cytochrome P450: Structure mechanism and
biochemistry, Kluwer Academic Publishers, New York, Boston, Dor-
drecht, London, Moscow, str. 377-530

12. Guttmacher AE, Colins FS (2003) Inheritance and drug response.
NEJM 348: 529-537

13. Ingelman-Sundberg M, Rodriguez-Antona C (2005) Pharmacogenet-
ics of drug-metabolizing enzymes: implications for a safer and more
effective drug therapy. Phil Trans R Soc B 360:1563-1570

14. Gardiner SJ, Begg EJ (2006) Pharmacogenetics, drug-metabolizing en-
zymes and clinical practice. Pharmacol Rev 58: 521-590

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

16. Morag CE, McFadyen MCE, Melvin WT, Murray GI (2004) Cyto-
chrome P450 enzyme: novel options for cancer terapeutics. Mol Can-
cer Ther 3:363-371

17. Van Shaik RHN (2005) Cancer treatment and pharmacogenetics of cy-
tochrome P450 enzymes. Investigational New Drugs 23: 513-522

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

19. Van Shaik RHN (2004) Implications of cytochrome P450 genetic poly-
morphism on the toxicity of antitumor agents. Ther Drug Monit 26:
236-240

20. Buzkova H, Pechandova K, Slanar O, Perlik F (2006) Genetic polymor-
phism of cytochrome P450 and methods for its determination. Prague
Medical Report 107: 383-393

21. Vandel Heuvel JP (2002) Xenobiotic receptor system, W: Vanden Heu-
vel JP, Perdew GH, Mattes WB, Greenlee WF (red) Comprehensive
Toxicology, vol. XIV. Cellular and molecular Toxicology, Elseviere Sci-
ence, str. 86-92

22. Bain DJ, Heneghan AF, Connaghan-Jones KD, Miura MT (2007) Nu-
clear receptor structure: implications for function. Annu Rev Physiol
69: 201-220

23. Synold TW, Dussalt I, Forman BM (2001) The orphan nuclear receptor
SXR coordinately regulates drug metabolism and efflux. Nat Med 7:
584-590

24. Monostory K, Pascussi JM (2008) Regulation of drug — metabolizing
human cytochrome P450s. Acta Chim Slov 55: 20-37

25. Williams SN, Dunham E, Bradfield CA (2005) Induction of cytochrome
P450 enzymes. W: Ortiz de Montellano PR (red.), Cytochrome P450:
Structure mechanism and biochemistry, Kluwer Academic Publishers,
New York, Boston, Dordrecht, London, Moscow, str. 323-346

26. Xu L, Glass CK, Rosenfeld MG (1999) Coactivator and corepressor
complexes in nuclear receptor function. Curr Opin Genet Dev 9:147-
149

27. Ruan XZ, Varghese Z, Powis SH, Moorhead JF (2005) Nuclear recep-
tors and their colegulators in kidney. Kidney International 68: 2444-
2461

28. Honkakoski P, Negishi M (2000) Regulation of cytochrome P450 (CYP)
genes by nuclear receptors. Biochem J 347: 321-337

29. Kliewer SA, Goodwin B, Willson TM (2002) The nuclear pregnane X
receptor: a key regulator of xenobiotic metabolism. Endocrine Rev 23:
687-702

30. Kliewer SA (2003) The nuclear pregnane X receptor regulates xenobi-
otic detoxification. J Nut 133: 2444S-2447S

31. Bauer B, Yang X, Hartz AM, Olson ER, Zhao R, Kalvess JC (2006) In
vitro activation of human pregnane Xreceptor tightens the blood-brain

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

3

3

3

3

36.

3

3

3

4

barrier to methadone through P-glycoprotein up-regulation. Mol 41. Baba T, Mimura J, Gradin K, Kuroiwa A, Watanabe T, Matsuda Y,

Pharmacol 70:1212-1219 Inazawa J, Sogawa K, Fujii-KuriyamaY (2001) Stucture and expression
2. Kliewer SA, Moore JT, Wade L, Staudinger JL, Watson MA, Jones of the Ah receptor repressor gene. J Biol Chem 276: 33101-33110
SA, McKee DD, Oliver BB, Willson TM, Zetterstrom RH, PerImann 42. Lees MJ, Peet DJ, Whitelaw (2003) Defining the role for XAP2 in stabi-
T, Lehmann JM (1998) An orphan nuclear receptor activated by preg- lization of the dioxin receptor. J Biol Chem 278: 35878-35888
nanes defines a novel steroid signaling pathway. Cell 92: 73-82 43. Willson TM, Kliewer SA (2002) PXR, CAR and drug metabolism. Na-
3. Squires EJ, Sueyoshi T, Negishi M (2004) Cytoplasmic localization of ture Rev 1: 259-266
pregnane Xreceptor and ligand independent nuclear translocation in 44. Relling MV, Pui CH, Sandlund JT, Rivera GK, Hanckock ML, Boyett
mouse liver. J Biol Chem 279:49307-49314 JM (2000) Adverse effect of anticonvulsant on efficacy of chemothera-
4. Svecova L, Vrzal R, Burysek L, Anzenbacherova E, Cerveny L, Grim J, py for acute lymphoblastic leukemia. Lancet 356: 285-290
Tretnar F, Kunes J, Pour M, Staud F, Anzebacher P (2008) Azole anti- 45. Nallani SC, Goodwin B, Maglich JM, Buckley DJ, Buckley AR, Desai
mycotics differentially affect rifampicin-induced pr_egnane Xreceptor- PB (2003) Induction of cytochrome P450 3A by paclitaxel in mice: piv-
mediated CYP3A4 gene expression. Drug Metab Dispos 36: 339-348 otal role of the nuclear xenobiotic receptor, pregnane X receptor. Drug
5. Timsit Y, Negishi M (2007) CAR and PXR: The xenobiotic-sensing re- Metab Dispos 31: 681-684
ceptors. Steroids 72: 231-246 46. Nallani SC, Goodwin B, Buckley AR, Buckley DJ, Desai PB (2004) Dif-
6. Trottier E, Belzil A, Stoltz C, Anderson A (1995) Localization of a Phe- ferences in the induction of cytochrome P450 3A4 by taxane anticancer
nobarbital-responsive element (PBRE) in the 5'-flanking region of the drugs, docetaxel and paclitaxel, assessed employing primary human
rat CYP2B2 gene. Gene 156: 263-268 hepatocytes. Cancer Chemother Pharmacol 54: 219-229
7. Moore LB, Parks DJ, Jones SA, Bledsoe RK, Consler TG, Stimmel JB 47. Shiau AK, Brstad D, Loria PM, Cheng L, Kushner PJ, Agard DA,
(2000) Orphan nuclear receptors, constitutive androstane receptor and Greene GL (1998) The structural basis of estrogen receptor/coactiva-
pregnane Xreceptor share xenobiotic and steroid ligands. J Biol Chem tor recognition and the antagonism of this interaction by tamoxifen.
275:15122-15127 Cell 95: 927-937
8. Maglich JM, Parks DJ, Moore LB, Collins JL, Goodwin B, Billin AN 48. Lindley C, Hamilton G, McCune JS, Faucette S, Shord SS, Hawke RL
(2003) Identification of a novel human constitutive androstane recep- (2002) The effect of cyclofosphamide with and without dexametha-
tor (CAR) agonist and its use in the identification of CAR target genes. sone on cytochrome P450 3A4 and 2B6 in human hepatocytes. Drug
J Biol Chem 278:17277-17283 Metab Dispos 30: 814-822
9. Wei P, Zhang J, Egan-Hafley M, Liang S, Moore DD (2000) The nuclear 49. Kanzaki A, Takebayashi Y, Ren XQ, Miyashita H, Mori S, Akiyama
receptor CAR mediates specific xenobiotic induction of drug metabo- S (2002) Overcoming multidrug drug resistance in P-glycoprotein/
lism. Nature 407: 920-923 MDR1 — overexpressing cell lines by ecteinascidin. Mol Cancer Ther
0. Nguyen LP, Bradfield CA (2008) The search for endogenous activators 1:1327-1334

of the aryl hydrocarbon receptor. Chem Res Toxicol 21:102-116

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 of 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 following 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

ednym z czynnikéw bezposrednio wptywajacych na zawarto$¢ okreslonego biatka w
komérce jest regulacja czasu péttrwania jego transkryptu. Dany transkrypt moze petnié

swoja funkcje jako matryca dla wielokrotnej syntezy tego samego biatka tak dtugo, jak dtu-

go pozostaje on w cytoplazmie, w formie zwigzanej z rybosomami. Transkrypt ten moze
by¢ takze aktywnie usuwany w procesie degradacji, ktéry podobnie jak proces transkrypcji
podlega $cistej regulacji. 11o$¢ wolnego mRNA, ktére moze ulec zwigzaniu z rybosomami
jest najczesciej bardzo mata i jest wynikiem réznicy w szybkosci jego syntezy i rozktadu. O
tym czy dany transkrypt bedzie stabilny, czy tez zostanie skierowany na droge degradacji
decyduja gtéwnie biatka wigzgce mRNA. Stanowig wiec one wazny czynnik decydujacy o
wydajnosci wykorzystania danego transkryptu. W niniejszym artykule opisano podstawo-
we $ciezki degradacji zaréwno prawidtowo zsyntetyzowanego, jak i wadliwego mRNA, a
nastepnie scharakteryzowano jedno z lepiej poznanych biatek, petnigcych istotng role w me-
tabolizmie krétko-zyjacych mRNA —tristetraproline (TTP).

WPROWADZENIE

Powstawanie okre$lonego biatka w kom@érce jest procesem wieloetapowym,
obejmujgcym transkrypcje, translacje, fatldowanie oraz modyfikacje potransla-
cyjne. Syntetyzowany w jadrze transkrypt podlega serii przeksztatcen. Do jego
konca 5' dodawana jest czapeczka, wycinane sg introny, ana kofcu 3' dodawany
jest ogon poli(A). Jeszcze przed zakoriczeniem transkrypcji, do mRNA przyta-
czane sg biatka odpowiadajgce za jego transport do cytoplazmy, miedzy innymi
kompleks wigzacy czapeczke, dimer biatek CBP20 i CBP80 (ang. cap-binding pro-
tein), odpowiadajacy za oddziatywanie mRNA z porem jagdrowym ijego eksport
[1], Juz na tym etapie do nowopowstatego transkryptu przytgczone moga zostac
biatka majace zdolno$¢ do kierowania go na droge degradacji. Jesli aktywowany
zostanie egzosom (kompleks egzonukleaz i biatek wigzagcych RN A) degradacja
moze zachodzi¢ jeszcze w jadrze. Aktywacja egzosomu odbywa sie za posred-
nictwem kompleksu biatek TRAMP (ang. Trf4/5-Airl/2-Mtr4p polyadenylation
complex), ktérego poszczegdlne podjednostki posiadajg aktywno$¢ niezaleznej
od matrycy polimerazy poli(A), biatka wigzagcego RNA oraz helikazy RNA. Ten
typ degradacji dotyczy gtdwnie rRNA, nieprawidtowych tRNA, innych popula-
cji jadrowych RNA oraz transkryptow, ktdére sg strukturalnie wadliwe, np. nie
ulegty poliadenylacji [2].

Na terenie jadra komorkowego do transkryptéw przytaczany jest rowniez
kompleks biatek EJC (eksonowy kompleks tgcznikowy, ang. exon junctional
complex), wigzacy sie z mMRNA w odlegtosci 20-24 nukleotydow powyzej miejsc
taczenia eksonow [3]. Jest on odpowiedzialny, razem z kompleksem inicjacji
translacji i rybosomem, za aktywacje mechanizmu prowadzgcego do cytopla-
zmatycznej degradacji transkryptdw posiadajacych przedwczesny kodon STOP
(proces opisywany angielskim terminem NMD — nonsense-mediated decay) [4,5],
Takze transkrypty pozbawione kodonu STOP czy tez transkrypty, ktorych trans-
lacja zostata zablokowana, zostajg szybko zdegradowane, gtéwnie w wyniku
aktywacji cytoplazmatycznego egzosomu (mechanizmy okreslane w angielsko-
jezycznej literaturze terminami no-stop decay oraz no-go decay) [6],

Istnienie proces6w wymienionych powyzej (NMD, no-go decay, no-stop de-
cay) gwarantuje kontrole jakosci transkryptow. Jedynie mRNA z prawidtowa
strukturg (wasciwe ztozenie eksondw, brak przedwczesnych kodonéw STOP,
obecnos¢ ogona poliadenylowego) jest stabilny, pozostaje w cytoplazmie i moze
stuzy¢ jako matryca dla syntezy biatka.

DEGRADACJA PRAWIDLOWYCH TRANSKRYPTOW

Pula mRNA dostepnego w cytoplazmie jako matryca dla syntezy biatka jest
determinowana przez szybko$¢ transkrypcji i eksportu z jadra oraz przez szyb-
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kos¢ degradacji na dwdéch wyspecjalizowanych drogach
—w kierunku 5' do 3' oraz 3' do 5. Mozliwe jest réwniez
magazynowanie mMRNA w formie zwigzanej z represorami
translacji, na przyktad z biatkami TIA lub TIAR (ang. T-cell
inhibitor of apoptosis oraz TIA-related protein) i niepetnym
kompleksem inicjacji translacji. W formie zwiazanej z wy-
mienionymi biatkami mRNA nie ulega translacji [7], Dobrze
udokumentowane sg ponadto procesy sktadowania trans-
kryptdw gendw odpowiedzi zapalnej w tzw. granulach
stresowych [8].

Degradacja prawidtowego mRNA, niezaleznie od drogi
rozktadu, rozpoczyna sie najczesciej od deadenylacji. Skra-
canie ogona poli(A) dotyczy wszystkich posiadajgcych go
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Czapeczka
EJC /" pABP
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transkryptéw. W komérkach eukariotycznych za deadeny-
lacje odpowiedzialne sg biatka CCR4/POP2/NOT [9,10],
PARN (ang. polyA-specific RNase) [11] i PAN (ang. polyA-spe-
cific nuclease) [12,13]. Deadenylacja nie polega na usunieciu
wszystkich nukleotydéw adeninowych z korica 3' trans-
kryptu. Zazwyczaj pozostaje ich kilkanascie —kilkadziesiat
z ogona liczacego pierwotnie ponad 200 [12], Najprawdopo-
dobniej obecno$¢ pozostatych nukleotydow adeninowych
jest sygnatem aktywujgcym obie $ciezki degradacji.

W przypadku $ciezki 5' do 3' znacznie skrécona sekwen-
cja poli(A) jestrozpoznawana przez kompleks LSM1-7 (ang.
U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm), ktéry uniemozli-
wia utworzenie funkcjonalnego kompleksu inicjacji transla-

B

Interakcja
Z represorami
translacji
TTP
S
stresowe
f sekwecnja\
ARE

351

Cytoplazma
Stymulacja deadenylacji
PARN, CCR4/Pop2/Not
"
-
TTP
. 1
TTP
1 TTP
Kierowanie Kierowanie
do eksosomu do ciatek P
RHAU, Pm-Scl75 Kompleks usuwajacy czapeczke,

Xrnl

Rycina 1. Podstawowe $ciezki niespecyficznej degradacji transkryptéw (A) i udziat biatka TTP w mechanizmach degradacji niestabilnych transkryptéw z elementami
ARE (B). Zaznaczono charakterystyczne biatka kazdego z etapéw degradacji i markery struktur bioracych w niej udziat (A) oraz biatka oddziatujace z TTP (B). ARE
—elementy bogate w adenine i uracyl; CBP-biatko wigzace czapeczke; Cer/Pop/Not —kompleks o aktywnos$ci nukleazy poli(A); CPEB —represor translacji zwigzany
z ciatkami P; Dcpl/2 —biatka usuwajgce czapeczke 1i2; Edc 1-3 —kompleks stymulujgcy usuwanie czapeczki; elF4 E, F, G —eukariotyczne czynniki inicjaqi translacji;
EJC —egzonowy kompleks tacznikowy; Hedls —duza podjednostka biatka stymulujacego usuwanie czapeczki; Lsml-7 —kompleks represoréw translacji rekrutujacy
kompleks usuwajacy czapeczke; U6 snRNA- biatka podobne do Sm zwigzane z U6 snRNA; p54/Rck —helikaza RNA p54 zalezna od ATP zwigzana z egzonukleaza Xrnl;
PABP —biatko wiazace ogon poli(A); PAN —nukleaza poli(A); PARN —RNaza specyficzna dla poli(A); PAT —represor translacji i aktywator deadenylacji zwigzany z
ciatkami P; Pm/Scl75, Rrp4l, Rrp45, Rrp40 —niektére sktadniki eksosomu cytoplazmatycznego; RHAU —helikaza swoista dla mRNA z sekwencjami ARE; Ski —kom-
pleks biatek o aktywnosci helikazy RNA i GTPazy, aktywujacy cytoplazmatyczny egzosom; TIA/TIAR —represory translacji zwigzane z granulami stresowymi; Xrnl
—5'-3 egzonukleaza 1.
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cji i utatwia przytaczenie kompleksu usuwajacego czapecz-
ke [14]. G¥dwnym sktadnikiem tego ostatniego kompleksu
jest dimer biatek DCP1/2 (ang. mRNA-decapping enzyme) o
aktywnosci 5' guanylofosforylazy [15, 16]. Z transkryptem
pozbawionym czapeczki oddziatuje nastepnie helikaza
RCK/p54 (ang. ATP-dependent RNA helicase p54) [17] iwspot-
pracujaca z nig RNaza XRN1 (ang. 5'-3' exoribonuclease 1),
ktora ostatecznie trawi transkrypt [18]. Niekiedy sktadniki
tej $ciezki degradacji transkryptéw wystepujg w komdrkach
w postaci wyraznych skupisk przypominajgcych organelle,
zwanych ciatkami P (ciatka procesywne, ang. processive bo-
dies, P-bodies), bedgcych réwniez miejscem gromadzenia sie
mRNA nie ulegajacych translacji [19].

Druga Sciezka degradacji, odbywajgca sie w kierunku
od 3' do 5', takze ulega aktywacji w obecnos$ci deadenylo-
wanego transkryptu [20]. Przytaczany jest jednak do niego
nie kompleks LSM1-7, lecz heterooligomer biatek SKI (ang.
superkiller protein), z ktérych jedno, SKI2, jest helikazg [21].
Aktywno$¢ helikazy jest konieczna do peinej funkcjonal-
nosci egzosomu [21]. Jak juz wspomniano, egzosom jest
zespotem biatek wigzagcych mRNA, RNaz oraz biatek regu-
latorowych [22, 23], Wystepuje on w cytoplazmie w stanie
nieaktywnym, przypuszczalnie z powodu niezdolnosci do
rozwijania struktur drugorzedowych mRNA [21]. Dopiero
rozwiniety transkrypt, zwigzany z kompleksem SKI, moze
oddziatywac z egzosomem [20,24] i zostaé poddany proce-
sywnej fosforolizie w kierunku od 3' do 5' [22,23]. Konco-
wym etapem degradacji transkryptu w egzosomie jest usu-
niecie czapeczki przez enzym DCPS (ang. decapping scaven-
ger protein) [25,26] (Ryc. 1).

WPLYW SEKWENCJI ARE NA
DEGRADACJE TRANSKRYPTOW

Duzy wptyw na stabilno$¢ transkryptow majg sekwen-
cje bogate w adenine i uracyl, zwane sekwencjami ARE
(ang. AU-rich element). Mozna je czesto znalez¢ w nie ule-
gajacym translacji rejonie 3'-UTR wielu labilnych mRNA;
sekwencje ARE s3 jednym z najpowszechniej wystepuja-
cych elementéw destabilizujagcych RNA w komoérkach ssa-
kéw. Bioinformatyczna analiza oparta na poszukiwaniu
jednego z czesciej spotykanych motywow w obrebie ARE,
o rdzeniu UAUUUAU, wykazata, ze az okoto 8% gendw
cztowieka zawiera te sekwencje regulatorowe. Tradycyjnie
sekwencje ARE dzieli sie na trzy klasy [27]: ARE klasy |
zawierajg kilka do kilkunastu rozproszonych kopii mo-
tywu AUUUA w rejonie bogatym w uracyl, ARE klasy Il
zawierajg przynajmniej dwa naktadajgce sie na siebie no-
namery: UUAUUUA(U/A)(U/A), ARE klasy Il stanowig
regiony bogate w uracyl, ale niezawierajgce motywu AU-
UUA. ARE klasy | i czesciowo tez klasy Il zlokalizowa-
ne sg przede wszystkim w transkryptach genéw wczesnej
odpowiedzi komérkowej, kodujacych zaréwno czynniki
transkrypcyjne (c-FOS), jak i biatka regulujgce cykl komor-
kowy. ARE klasy Il wystepuja natomiast prawie wytacz-
nie w transkryptach cytokin, z ktérych wymieni¢ nalezy
m.in. transkrypty kodujace czynnik wzrostu granulocy-
téw i makrofagow (GM-CSF, ang. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor), czynnik martwicy nowotworéw
(TNF, ang. tumor necrosis factor) oraz interleukine 3 (IL-
3). Sekwencje ARE przyczyniajg sie gtdwnie do szybszej

292

deadenylacji mMRNA, pierwszego etapu na drodze degra-
dacji transkryptu. Taki deadenylowany transkrypt ulega
nastepnie dalszej degradacji w egzosomie albo w ciatkach
procesywnych. Proponowany mechanizm deadenylacji
polega na rozpoznaniu sekwencji ARE przez specyficzne
biatka, mogace jednoczesnie oddziatywac z biatkami wia-
zagcymi ogon poli(A) (PABP, ang. poly(A)-binding protein) i
z biatkami pos$redniczacymi w przytaczaniu egzonukleaz
[28]. Biatka te konkurujg o wigzanie transkryptu z biatka-
mi wiazacymi ARE o charakterze stabilizujacym mRNA,
jak np. HUR (ang. Hu-antigen R) [27].

Sekwencje ARE sg nie tylko odpowiedzialne za krotki
czas zycia mRNA, ale réwniez za ich lokalizacje w obrebie
komdérki. Transkrypty z ARE gromadzg sie czesto w sku-
piskach. Z zastosowaniem odpowiednio zmodyfikowanych
mRNA [3-globiny, zawierajgcych 3' UTR transkryptéw TNF
i GM-CSF pokazano ich wspotwystepowanie z markerem
ciatek procesywnych, hDCPI [29], Istniejg rowniez donie-
sienia wskazujgce na lokalizacje takich mRNA w granulach
stresowych - wspomnianych wczes$niej miejscach magazy-
nowania translacyjnie nieaktywnego mRNA (immunopre-
cypitacja z TIAI, markerem granul stresowych [30]).

RODZINA GENOW WCZESNEJ
ODPOWIEDZI KOMORKOWEJ TISU

Motywy palcow cynkowych wystepujagce w biatkach
posredniczg w ich oddziatywaniu zaréwno z kwasami nu-
kleinowymi, jak i z innymi biatkami lub tez niewielkimi
czgsteczkami jak diacyloglicerole. Jedng z nietypowych klas
tych zwigzkéw sa biatka posiadajace palce cynkowe typu
CCCH (typ oznaczany rowniez jako CH), w ktdrych trzy
reszty cysteiny i jedna reszta histydyny odpowiadajg za
tworzenie wigzania koordynacyjnego z jonem cynku. Wsrod
biatek tej klasy znajduje sie m.in. podklasa biatek zawieraja-
cych tzw. domene TZF (ang. tandem zincfinger), obejmujaca
dwa wystepujace w postaci tandemu palce cynkowe, odle-
gte od siebie o doktadnie 18 reszt aminokwasowych i utwo-
rzone przez sekwencje aminokwasowe: CX8 X5 X3H, gdzie
X stanowi dowolng reszte aminokwasowg. Do podklasy tej
nalezg cztery biatka kodowane przez rodzine genéw wcze-
snej odpowiedzi komérkowej TIS11 (ang. TPA-inducible
sequence 11); geny te ulegajg ekspresji w wyniku dziatania
na komorke m.in. estrami forbolu (TPA, ang. 12-O-tetrade-
canoyl-phorbol-13-acetate) oraz naskorkowym czynnikiem
wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor). Biatka tej pod-
klasy to: i) ZFP36 (ang. zincfinger 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) — biatko dopiero niedawno przypi-
sane do rodziny TIS11; przy czym u cztowieka nie wykryto
genu Zfp3613 ani tez jego homologu. Biatka rodziny TIS11
poza domeng TZF, posiadajg réwniez zachowang w ewolu-
cjidomene centralng zawierajgcg dwa powt6rzenia sekwen-
cji (R/IK)YKTELC (w przypadku Zfp36I3 u myszy obecna
jest tylko pojedyncza sekwencja). Wystepujagca w nich resz-
ta cysteiny jest w obu przypadkach pierwszg resztg cysteiny
palca cynkowego. Poza tymi cechami biatka te nie wykazuja
homologii [31,32].
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Przypisanie wszystkich czterech biatek do jednej rodzi-
ny wydaje sie by¢ jednak stuszne, jesli pod uwage wezmie
sie ich wspolng wiasciwos$é - zdolnos$¢é do wigzania mMRNA
i promowania jego degradacji. W oddziatywaniu z kwasem
rybonukleinowym biorg udziat zar6wno oba palce cynko-
we biatek, jak i ich centralna zachowana w ewolucji dome-
na, ktéra umozliwia im rozpoznanie i wigzanie sekwencji
ARE. Rozpoznanie mRNA odbywa sie specyficznie i wy-
nika z powstawania sieci wigzan wodorowych i elektrosta-
tycznych pomiedzy palcami cynkowymi a kwasem nukle-
inowym [33].

TRISTETRAPROLINA

Prototypem biatek typu C.H jest tristetraprolina (TTP),
ktéra zostata zidentyfikowana jako produkt genu wcze-
snej odpowiedzi komérkowej w fibroblastach oraz w
wielu innych typach komdrek po ich stymulacji insulina,
surowicg lub estrami forbolu. Jej obecno$¢ stwierdza sie
juz nawet po p6t godziny od stymulacji komérek odpo-
wiednimi czynnikami. W komoérkach niestymulowanych,
zawarto$¢ TTP jest niewielka, co wynika m.in. z faktu, ze
MRNA kodujacy to biatko jest niestabilny, gdyz posiada
motyw ARE w regionie 3' UTR. Sama tristetraprolina jest
natomiast stosunkowo trwata. Najwyzszy poziom TTP
obserwuje sie w $ledzionie, w weztach chtonnych i w gra-
sicy [34], Tristetraprolina cztowieka jest biatkiem zbudo-
wanym z 326 reszt aminokwasowych, bogatym w resz-
ty proliny, zawierajagcym 3 sekwencje PPPPG. Struktura
pierwszorzedowa biatku myszy jest w 87% identyczna ze
struktura biatka cztowieka [35].

Cho¢ poczatkowo TTP opisywana byta jako biatko
jadrowe, zaré6wno w komorkach stymulowanych, jak i
niestymulowanych, szczeg6towe badania wykazaty jej
translokacje do cytoplazmy po dodaniu do hodowli ko-
madrkowych surowicy lub mitogenéw [36]. Szczeg6towa
analiza biatka wykazata, ze jego N-koricowa domena od-
dziatuje z receptorem eksportu jadrowego CRM1 (ang.
chromosome region maintenance 1 protein homolog) i przy-
czynia sie do transportu TTP do cytoplazmy [36], Duzg
role w lokalizacji tristetraproliny odgrywa fosforylacja.
Biatko, w ktorym reszty seryny 52 i 178 sg ufosforylowa-
ne gromadzi sie w cytoplazmie, natomiast defosforylacja
TTP powoduje jej powrdt do jadra, a nastepnie degrada-
cje w proteasomie 20S/26S [37], Wptyw na wewnatrzko-
moérkowa lokalizacje TTP ma réwniez jej oddziatywanie z
biatkiem 14-3-3, promujace transport TTP do cytoplazmy
[38].

ROLA TRISTETRAPROLINY W
DEGRADACJI TRANSKRYPTOW

TTP moze uczestniczy¢ zar6wno w inicjacji deadenylacji,
jak rowniez w kierowaniu do ostatecznej degradacji niekto-
rych typow mRNA, zawierajagcych gtéwnie sekwencje ARE
klasy Il. TTP bierze udziat nie tylko w degradacji transkryp-
tow posiadajacych ogon poli(A), lecz réwniez takich, kto-
re s go pozbawione [39], Tristetraprolina wptywa na czas
potrwania wielu rozmaitych transkryptéw. Nalezg do nich
mRNA kodujgce TNF, GM-CSF, IL-3, IL-2, c-FOS [40], PAI-2
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(ang. plasminogen activator inhibitor 2) [41], VEGF (ang. va-
scular endothelial growth factor A) [42], samg TTP [43] oraz
wiele innych.

Najlepiej zbadanym przyktadem transkryptu regulo-
wanego przez TTP jest mRNA TNF. Wigzanie sie TTP z
sekwencjg ARE w transkrypcie TNF jest zalezne od in-
tegralnosci obu palcéw cynkowych i obecnosci jonow
cynku. Zwigzanie TTP z mRNA nie powoduje znacz-
nej zmiany konformacyjnej RNA, wptywa natomiast na
zmiane struktury tristetraproliny. Niezwykle istotng role
w wigzaniu TTP odgrywa obecnos¢ dwéch nukleotydow
adeninowych oddalonych od siebie 0 3-6 par zasad w re-
gionie bogatym w uracyl, przy czym najwiekszg site od-
dziatywania zaobserwowano dla sekwencji zawierajacej
AUUUA lub AUUUUA. Zastosowanie metody NMR po-
zwolito pa wykazanie, ze wigzanie domeny TZF tristetra-
proliny zachodzi tylko z jedng kopig sekwencji 5'-UUAU-
UUAUU-3'. Transkrypt TNF zawiera pie¢ takich sekwen-
cji, zachodzacych na siebie w taki sposéb, ze przypuszcza
sie, iz TTP wigze sie w tym regionie w postaci tetrameru,
przy czym kazda z czasteczek tristetraproliny rozpoznaje
osobny motyw [44].

By¢ moze rola tristetraproliny w regulacji czasu pot-
trwania transkryptéw polega m.in. na zdolnosci do usu-
wania niektorych biatek o charakterze protekcyjnym,
wigzacych sie z sekwencjg ARE transkryptu TNF oraz
na zdolnos$ci do przytgczania egzonukleazy PARN [28].
Doktadny mechanizm i dziatanie TTP s3g jednak nadal
przedmiotem badan. Pewnym jest natomiast, ze sekwen-
cje ARE pochodzace z mRNA kodujgcego TNF, GM-CSF
[45] oraz IL-3 [46], umieszczone za sekwencjg kodujaca
P-globine, uzyta jako gen reporterowy, kierujg jej mRNA
na droge degradacji z udziatem TTP. Badajgc udziat TTP
w degradacji TNF cztowieka stwierdzono, Ze tristetrapro-
lina wraz z biatkiem z rodziny argonautow, Ago/elF2C,
oddziatuje z jednym z mikroRNA, a konkretnie z miR-
NA16 (miR16), ktéry posiada sekwencje UAAAUAUU
komplementarng do sekwencji ARE w 3' UTR mRNA dla
TNF [47],

TNF jest gtdbwnym mediatorem odpowiedzi zapalnej
w wielu chorobach. Zwigzek TTP z regulacjg zawarto-
§ci TNF udowodniono w wielu doswiadczeniach in vivo
wykorzystujagcych modele choréb o podtozu zapalnym.
U myszy pozbawionych genu kodujacego tristetraproliny
tuz po porodzie obserwowano szybki rozwoj zapalenia
stawow, skory, kacheksje, reakcje autoimmunologiczng
oraz przerost szpiku, a zatem te same objawy co w przy-
padku podwyzszonego poziomu TNF. Co wiecej objawy
te nie wystepowaty u tych samych myszy, jesli podano
im przeciwciata skierowane przeciwko TNF [48]. Terapie
oparte na regulacji ekspresji genu kodujgcego tristetra-
proliny moga zatem by¢ skuteczne w leczeniu choréb o
podtozu zapalnym, jak choroby autoimmunizacyjne czy
reumatoidalne zapalenie stawéw.

Ciekawym faktem jest rowniez obecnos$¢ trzech do-
men bogatych w AU w rejonie 3'UTR mRNA kodujgcym
tristetraproliny. Wykazano, ze podobnie jak w przypad-
ku TNF, obecno$¢ tego rejonu powoduje destabilizacje
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mRNA genu reporterowego p-globiny. Tym samym oka-
zato sie, ze TTP reguluje swojg wiasng synteze w sposob
identyczny, jak w przypadku TNF lub GM-CSF, a wiec
na poziomie regulacji czasu potrwania transkryptu.
Taka autoregulacja zapobiega nadmiernej odpowiedzi
komdrki po stymulacji przez lipopolisacharyd (LPS) i
utrzymuje zawarto$¢ TTP na odpowiednim poziomie
[43].

FOSFORYLACJA TRISTETRAPROLINY

Wyniki dalszych badan nad funkcjonowaniem tri-
stetraproliny przynosity nowe wiadomos$ci wskazujace
na zupetnie odmienne zachowanie sie biatka w formie
ufosforylowanej i nieufosforylowanej. Z tego wzgledu
doktadniej zbadano szlaki przekazywania sygnatu odpo-
wiedzialne za fosforylacje TTP. Wykazano, ze cho¢ triste-
traprolina cztowieka moze by¢ ufosforylowana na wie-
lu resztach seryny (Ser@ Ser& Thr® Serl® Serl® Serld,
Ser218 Ser2B SerZB i SerXp, to najczesciej ulegajg fosfo-
rylacji reszty Serld, Ser218 oraz Ser28 Sg to reszty, ktére
potencjalnie stanowig cel kinazy biatkowej A, kinazy-3
syntazy glikogenowej (GSK-3) oraz kinazy ERK-1 (ang.
extracellular signal-regulated kinase 1) [49], W proces fos-

Stres komérkowy

PP2A '
mozliwo$¢ wigzania
do ARE mRNA,
lecz brak jego degradacji

Kompleks wykluczony

P ) z granul stresowych

mRNA z sekwencjg ARE

(— S

Degradacja transkryptu
, , Clatka P

Proteasom
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Rycina 2. Regulacja aktywnos$ci TTP poprzez fosforylacje. Formy ufos-
forylowane poszczeg6lnych biatek oznaczono symbolicznie za pomoca
litery P. p38 —kinaza MAP; MK2 —Kinaza aktywowana przez MAPK
2; TTP —Tristetraprolina; 14-3-3 — biatko opiekuricze, wigzace biatka
zawierajace fosfoseryne; PP2A —fosfataza biatkowa 2A.
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forylacji tristetraproliny zaangazowane sg bezposrednio
rowniez inne, poza ERK-1, kinazy z rodziny MAP: p38,
p42 (ERK2) oraz JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase 1) [50].
Kinaza p38 poprzez aktywacje kinazy MK2 (ang. MAPK-
activated kinase 2) przyczynia sie do zwiekszenia stabilno-
$ci wielu mRNA kodujacych biatka prozapalne i posia-
dajacych sekwencje ARE. MK2 wptywa bowiem na mo-
dulacje syntezy i/lub aktywnos$ci biatek wigzacych ARE.
Badania wykazaly, ze MK2 katalizuje reakcje fosforylacji
przede wszystkim rest Ser®i SerIBtristetraproliny myszy,
odpowiadajgce resztom Ser®i Seri&tristetraproliny czto-
wieka [37], Tak ufosforylowana TTP wigze sie z biatkiem
opiekunczym 14-3-3. Pozostajagc w kompleksie z 14-3-3,
tristetraprolina, choé¢ nadal moze wiaza¢ sie z mRNA za-
wierajacych ARE, nie jest w stanie kierowac te czasteczki
na droge degradacji [51]. Biatko p38 wptywa réwniez na
stabilizacje samej TTP, gdyz obecno$¢ inhibitora kinazy
p38, powoduje defosforylacje TTP, jej translokacje z cy-
toplazmy do jadra i degradacje w proteasomie 20S/26S
[37], Inne zrodta wskazujg dodatkowo na synergistyczny
efekt kinaz ERK oraz p38 w stabilizacji TNF mRNA [52],
Udziat kinazy JNK wydaje sie natomiast sprzyja¢ degra-
dacji mRNA z udziatem TTP [53] (Ryc. 2).

GEN ZFP36 | REGULACJA JEGO EKSPRESJI

Tristetraprolina jest kodowana przez gen ZFP36. Gen
ZFP36 cztowieka potozony jest na dtuzszym ramieniu 19
chromosomu w pozycji 19ql3.1 [35], Dzieki obecnosci cha-
rakterystycznej sekwencji oligonukleotydowej zostat on wy-
typowany jako jeden ze 101 genow cztowieka potencjalnie
kodujacych biatka posiadajagce motyw palcéw cynkowych
[54].

Dotychczas niewiele wiadomo na temat indukcji trans-
krypcji genu ZFP36. Jednym z lepiej poznanych regu-
latoréw ekspresji genu kodujacego TTP jest TGFp (ang.
transforming growth factor beta), a konkretnie jego izofor-
ma TGFpi. Stymulacja komérek linii HuT78, THP-1 oraz
dziewiczych limfocytéw T cztowieka w obecnosci TGF(31
prowadzi do gwattownego zwiekszenia poziomu trans-
kryptu TTP. Badania promotora ZFP36 (sekwencja -2682
do +56) wykazaty, ze jest on aktywowany przez TGF|31.
Czynnik ten, wigzac sie z receptorem typu | dla TGFp, ak-
tywuje biatka SMAD (ang. small mothers against decapenta-
plegic homolog) charakterystyczne dla tej $ciezki przekazu
sygnatu (SMAD2 oraz SMAD3). W efekcie umozliwia to
ich oddziatywanie ze SMAD4 i migracje kompleksu do
jadra. Biatka SMAD wigzg sie w rejonie -583 do -263
promotora ZFP36, przy czym kolejne mutanty delecyjne
wskazaty na najwiekszy udziat w tej regulacji obszaru
-583—423, zawierajagcego osiem powtdérzen GTCT, roz-
poznawanych przez biatka SMAD [34], Kolejnym czyn-
nikiem wplywajgcym na ekspresje genu tristetraproliny
jest interferon gamma (IFNy), ktéry dziata na promotor
ZFP36 poprzez aktywacje czynnika transkrypcyjnego
STATI (ang. signal transducer and activator of transcription
1). Wigzanie dimeru STAT1 z elementem GAS (ang. gam-
ma activated sequences) w pozycji -1976 do -1964 wykaza-
no dla promotora myszy. Analiza sekwencji genu ZFP36
cztowieka wskazuje na obecnos$¢ elementu GAS rowniez
w obrebie promotora [55] (Ryc. 3).
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Rycina 3. Aktywacja promotora ZFP36 na drodze zaleznej od IFNy
oraz TGF(3l. IFNy — Interferon gamma; TGFpi — Czynnik transfor-
mujacy pi; STATI — przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji 1;
Smad2,3,4 — czynniki transkrypcyjne z rodziny Smad; GAS — se-
kwencja regulatorowa, aktywowana przez IFNy.

W przypadku neutrofili, monocytdw i limfocytéw czto-
wieka, atakze linii monocytarnej THP-1 czynnikiem stymu-
lujacym synteze TTP jest LPS. Po stymulacji tych komorek
w obecnos$ci LPS ekspresja genu kodujacego TTP przebiega
dwuetapowo. Poczatkowy wzrost wynika z bezpos$redniej
aktywacji komorek przez LPS, natomiast kolejny wzrost
ekspresji, obserwowany juz po okoto 12 godzinach, wynika
z autokrynnego wptywu TNF oraz prawdopodobnie innych
cytokin, jak IL-1, IL-6 i IL-8 [56]. W postmitotycznych neu-
trofilach ekspresja genu tristetraproliny jest rGwniez stymu-
lowana przez GM-CSF oraz TPA [57,58],

Jednym z czynnikéw stymulujacych transkrypcje my-
siego Zfp36 jest aktywowany przez IL-4 czynnik trans-
krypcyjny STAT6. Regulacja ta odbywa sie poprzez
bezposrednie wigzanie sie STAT6 z promotorem Zfp36
w rejonie -576 do -567 (sekwencja TTCctaaGAA). Prze-
ciwzapalne dziatanie interleukiny 4 (IL-4) moze zatem
by¢ wyjasnione m.in. indukowaniem przez IL-4 ekspresji
genu tristetraproliny, co przyczynia sie do obnizenia po-
ziomu TNF i innych cytokin prozapalnych [59]. Wyniki
badan promotora Zfp36 [60] wykazaty, ze juz obecnos¢
zaledwie 77 par zasad powyzej miejsca startu transkryp-
cji wystarcza, aby uzyska¢ indukcje promotora Zfp36 po
stymulacji w obecnos$ci surowicy. Rejon ten zawiera se-
kwencje odpowiedzialne za wigzanie takich czynnikéw
transkrypcyjnych, jak EGR-1, AP2 (ang. actwator protein

2) oraz SP1, a takze sekwencje oznaczong jako TPE1 (ang.

TTP promotor element 1). Analiza bioinformatyczna wyka-
zata obecnos¢ tych miejsc rGwniez w promotorze ZFP36
cztowieka; prawdopodobnie zatem uczestniczg one réw-
niez w regulacji ekspresji ZFP36 w organizmie cztowie-
ka.

Biatko EGR-1 (ang. early growth response protein 1)
reguluje transkrypcje niektorych protoonkogendw i
czynnikéw wzrostowych, bedac jednoczes$nie jednym
z najpowszechniejszych regulatoré6w gendéw eukario-
tycznych. Czynnik transkrypcyjny EGR-1 jest réwniez
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biatkiem zawierajgcym motyw palcdw cynkowych. Wig-
ze sie on w rejonie promotora Zfp36 bogatym w GC, a
konkretnie z sekwencjg GCGGGGGCG. W promotorze
myszy wykazano obecnos$¢ rejonu odpowiedzialnego za
wigzanie EGR-1 i spadek poziomu mRNA dla TTP po
usunieciu tego rejonu w 35% [60]. Wykazano, ze u my-
szy znaczenie w regulacji ekspresji genu kodujgcego TTP
ma rowniez sekwencja wigzgca czynnik transkrypcyjny
AP2 [60]. Sekwencja ta posiada swo0j odpowiednik w
promotorze cztowieka, i co ciekawe, miejsce to pokrywa
sie z drugim potencjalnym miejscem wigzania czynnika
EGR-1. Obserwowany wyrazny spadek ekspresji Zfp36
po usunieciu tego rejonu (w okoto 18%) [60] moze zatem
wynika¢ zarowno z zahamowania efektu czynnika AP2,
jak iz zahamowania efektu EGR-1.

Czynnik transkrypcyjny AP2 rozpoznaje sekwencje
GCCNNNGGC. Wigzac sie jako homodimer reguluje trans-
krypcje kilkunastu komoérkowych i wirusowych genéw w
odpowiedzi na pobudzenie réznych Sciezek przekazywania
sygnatu, m.in. w obecnosci niektérych estréw forbolu oraz
czynnikow powodujgcych zwiekszenie stezenia cAMP [60].

Miejsce wigzania czynnika transkrypcyjnego SP1 zi-
dentyfikowano w rejonie -35 do -30 od miejsca startu
transkrypcji w mysim promotorze genu Zfp36. Czynnik
ten wptywa na ekspresje genu kodujagcego TTP poprzez
oddziatywanie z polimerazg Il RNA po zwigzaniu z hek-
sanukleotydem GGGCGG trzema palcami cynkowymi
[60].

Pomiedzy -66 a -60 nukleotydem znajduje sie obszar
zwany TPE1 zawierajgcy zachowang w ewolucji sekwen-
cje TCC(C/G)GGA. Jej mutacja lub delecja prowadzi do
znacznego obnizenia ekspresji genu kodujgcego TTP, na-
tomiast zmiana orientacji TPE1 nie wpltywa na zmiane
poziomu TTP po stymulacji w obecnos$ci surowicy. Czyn-
niki transkrypcyjne EGR-1, AP2 oraz biatko wigzgce TPE1
wplywaja synergistycznie na ekspresje genu kodujgcego
TTP, a usuniecie miejsc wigzania poszczegdlnych czynni-
kéw powoduje wyrazne zahamowanie transkrypcji [60].

Bardzo wazna role w kontroli ekspresji genu Zfp3 6
myszy peini réwniez intron. Wystepuja tu trzy poten-
cjalne miejsca wigzania czynnika SP1. Ciekawe, ze row-
niez NFkB (ang. nuclear factor kappa B), gtowny czynnik
transkrypcyjny aktywowany w komérkach podczas sta-
nu zapalnego, reguluje transkrypcje Zfp36, rozpoznajac
sekwencje GGCGATCCCC, potozong w intronie (rejon
+137-+157). Mozliwe, ze obserwowana indukcja syntezy
TTP przez TNF jest wynikiem aktywacji przez TNF czyn-
nika NFkB, ktory stymuluje ekspresje genu kodujgcego
TTP [61].

INNE BIALKA WIAZACE SIE Z SEKWENCJA ARE

Poza tristetraproling szereg innych biatek posiada zdol-
no$¢ do oddziatywania z sekwencjami ARE zawartymi w
mRNA. Zdolno$¢ taka wykazujg miedzy innymi biatka
wchodzgce w skiad rodziny TIS11 — biatka BRF1 i BRF2
(ang. butyrate response factor 1/2). Biatka te rozpoznajg se-
kwencje UUAUUUAUU, spotykang w ARE drugiej klasy.
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Generalnie zwigzanie wymienionych biatek z ARE pro-
wadzi do przyspieszenia degradacji transkryptu [65], Przy
czym, jak juz wspomniano, ich fosforylacja chroni mRNA
przed degradacjg, znosi rowniez jego translacyjng represje
[65].

Do biatek oddziatujgcych specyficznie z ARE pierwszej
i drugiej klasy nalezg biatka z rodziny AUF (ang. AU-rich
element RNA-binding proteins): AUF1, AUBF, AU-A, AU-B
i AU-C. Ich dziatanie na transkrypty jest najczesciej de-
stabilizujgce. Biatka z rodziny AUF wigzg transkrypty
m.in. TNF, GM-CSF, C-MYC, C-FOS, IFNy [62], Funkcje
destabilizujgca petni rowniez biatko KSRP (ang. KH type-
splicing regulatory protein). Aktywno$¢ KSRP jest hamowa-
na w wyniku fosforylacji przez kinaze p38. Jak juz wspo-
mniano, aktywacja tego szlaku kinaz MAP prowadzi do
stabilizacji mMRNA zawierajacych ARE. KSRP w aktyw-
nej, nieufosforylowanej formie przytgcza do zwigzanego
z nim mMRNA kompleks deadenylujgcy. Taki mechanizm
udowodniono dla produktéw transkrypcji gendw p2l i
MyoD (ang. myoblast determination protein) [62,63],

Poza biatkami, ktore przyspieszaja degradacje trans-
kryptow istniejg rowniez biatka, ktére stabilizujgcym
czas ich potrwania. Nalezg do nich przedstawiciele ro-
dziny biatek ELAV (ang. embryonic lethal, abnormal vision),
w sktad ktérej wchodzg biatka FIuR, HuD i HuC. Stabili-
zacja transkryptow przez te biatka najprawdopodobniej
odbywa sie w wyniku zablokowania przez nie miejsc
wigzania biatek destabilizujacych [27,62]. Interesujacy
wydaje sie sposdb regulacji lokalizacji i czasu zycia nie-
trwatego biatka HUR. W odpowiedzi na aktywujacg fos-
forylacje specyficznej metylotransferazy przez kinaze p38
biatko to ulega metylacji, co wptywa na zmiane jego loka-
lizacji na cytoplazmatyczng i chroni przed strawieniem w
proteasomie [64].

PODSUMOWANIE

Biatka regulujace czas poéttrwania transkryptéw petniag
w komorce bardzo wazng funkcje. Ich aktywnos$é prze-
ktada sie bezposrednio na regulacje liczby matryc, na
ktérych moze przebiegaé synteza tancuchéw polipepty-
dowych. Jednym z lepiej poznanych przedstawicieli tych
biatek jest tristetraprolina. Rozpoznaje ona sekwencje
ARE obecne w transkryptach wielu czynnikéw prozapal-
nych, takich jak TNF, GM-CSF i IL-2 i Kieruje je na droge
degradacji [40]. Petne poznanie czynnikow wptywaja-
cych na regulacje aktywnosci tristetraproliny oraz biatek
regulujgcych ekspresje jej genu pozwoli na lepsze pozna-
nie mechanizméw przebiegu reakcji zapalnej i moze w
przysztosci poméc w opracowaniu metody hamowania
nadmiernej odpowiedzi zapalnej u os6b cierpigcych na
roznego rodzaju schorzenia, ktérych podtozem jest chro-
niczny stan zapalny.
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Degradation of eukaryotic transcripts.
Role and regulation of tristetraprolin activity
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ABSTRACT

The kinetics of transcripts turnover is avery important aspect of the regulation of the amount of newly synthesized proteins. Transcripts can
serve as atemplate for protein synthesis as long as they remain in the cytoplasm, bound to the ribosomes. Degradation of mMRNAs effectively
influences quantity of transcripts in this pool. The process of mMRNA degradation, similarly to transcription, is precisely regulated, mainly by
proteins which interact with mRNA. These proteins are responsible both for transcripts stabilization and degradation. In this article we 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 kompleksu cytochromow bf

STRESZCZENIE

7 aréwno fotosyntetyczny kompleks cytochroméw bf, jak i oddechowy kompleks cyto-

chroméw bJ, naleza do rodziny komplekséw bc. Oba superkompleksy biatkowe posred-
niczg w transporcie elektronéw, translokacji protonéw w poprzek btony biologicznej oraz
katalizujg utlenianie chinonéw. Funkcja, sktad polipeptydowy, organizacja przestrzenna
oraz sktadanie kompleksu cytochroméw bf od wielu lat jest przedmiotem badan. Analiza
struktur krystalicznych ujawnita obecnos¢ trzeciego hemu w cytochromie b” za$ wyniki ba-
dan z zastosowaniem mutagenezy wskazaly na udziat dodatkowego czynnika biatkowego
(TCA) zaangazowanego w regulacje sktadania kompleksu cytochroméw b f poprzez oddzia-
tywania z 5’'UTR mRNA genu PETA. Niniejsze opracowanie stanowi podsumowanie aktual-
nego stanu wiedzy na temat budowy i biogenezy kompleksu cytochroméw bf.

WPROWADZENIE

Mechanizm przeksztatcania energii Swietlnej w energie potencjatu oksydo-
redukcyjnego w procesie fotosyntezy to jeden z podstawowych proceséw bio-
logicznych. Centralnym elementem wspotuczestniczacym w tym procesie jest
kompleks cytochroméw bj, oksydoredukcyjny enzym o systematycznej nazwie
oksydoreduktaza plastochinol-plastocyjanina zlokalizowany w chloroplastach
[1-5], Kompleks ten stanowi jeden z trzech transbtonowych superkompleksow
biatkowych bioragcych udziat w liniowym inieliniowym transporcie elektronéw
[6], Kompleks cytochromdéw b j to ostatni w kolejnosci (po fotosystemie | oraz

I) fotosyntetyczny kompleks biatkowy, dla ktérego zbadano struktury kry-

staliczne. W tylakoidach roslin wyzszych i sinic tworzy funkcjonalny dimer,
a poprawne whudowanie w btone i potgczenie jego podjednostek determinuje
aktywnos$é i prawidtowe funkcjonowanie samego kompleksu, jak i fotosynte-
tycznego taricucha transportu elektronow.

KOMPLEKS CYTOCHROMOW b f

W sktad kompleksu cytochroméw b f wchodzg cztery polipeptydy o masach
czasteczkowych powyzej 17kDa, powigzane stosunkiem stechiometrycznym
1:1:1:1. Sg to biatka hemowe —cytochrom/oraz cytochrom bg biatko Rieske-
go zawierajace centrum zelazowo-siarkowe 2Fe-2S i podjednostka IV bedaca
strukturalnym i funkcjonalnym analogiem C-koncowego rejonu cytochromu b
z mitochondriow i fotosyntetycznych bakterii [1-6], Sktad ten jest uniwersalny
zaréwno dla komplekséw wyizolowanych z rodlin wyzszych, glonéw, jak i sinic.
Cztery gtéwne polipeptydy —cytochrom/, cytochrom bg biatko Rieskego oraz
podjednostka IV sg kodowane odpowiednio przez geny PETA, PETB, PETC i
PETD. Cytochrom b6oraz podjednostka IV to biatka btonowe, posiadajgce od-
powiednio cztery i trzy transbtonowe odcinki helikalne. Geny kodujgce wymie-
nione biatka sg zlokalizowane w jednym operonie DNA chloroplastéw. Biatko
Rieskego, kodowane przez geny zlokalizowane w DNA jadrowym oraz cyto-
chrom/, kodowany przez gen PETA zlokalizowany w DNA chloroplastéw, po-
siadajg duze domeny globularne i sg zakotwiczone w btonie przez jedng trans-
btonowg a-helise [1].

Wszystkie biatka kompleksu cytochroméw bf, poza biatkiem Rieskego, kodo-
wane sg przez pojedyncze geny. W przypadku biatka Rieskego pochodzgcego z
Synechocystis PCC 6803 wykazano obecnos¢ trzech gendéw kodujacych to biatko
(geny PETC1, PETC2, PETC3) [7], Wzrost fotoautotroficzny mutantéw delecyj-
nych pojedynczych gendw petC jest mozliwy, nie mniej tempo wzrostu mutanta
delecyjnego petCl jest najwolniejsze. Jednoczesna delecja genéw petCl i petC2
powoduje zahamowanie dziatania kompleksu cytochroméw bf. Co ciekawe
mutanty delecyjne petCl/petC3 (jak réwniez petC2/petC3) wykazujg obnizong
aktywno$¢é kompleksu jednakze nie wptywajg na catkowity brak przezywalno-
§ci sinicy (miedzy innymi w warunkach wzrostu fotoautotroficznego) [7], Wyni-
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ki wskazujg, ze gen petC2 jest zdolny do czeSciowego zasta-
pienia petCl natomiast petC3 nie ma takiej mozliwosci [7,8],
Interesujgcym jest takze fakt detekcji Kilku izoform biatka
Rieskego (izoforma PetCl, kodowana przez gen PETC1); w
szpinaku zidentyfikowano obecno$¢ dwdch izoform PetCl
[8,9]. Wystepowanie izoform biatka PetCl, posiadajacych
identyczng mase a rdznigcych sie tadunkiem powierzch-
niowym, moze by¢ wynikiem modyfikacji kowalencyjnych
powodujgcych oksydatywne uszkodzenie biatka lub mody-
fikacjami potranslacyjnymi, np. fosforylacja. Rola takiej mo-
dyfikacji moze wynika¢ z udziatu biatka Rieskego w prze-
kazywaniu sygnatow biochemicznych [8].

W skitad wyizolowanego, aktywnego kompleksu cyto-
chromdéw bj ze szpinaku wchodzi takze oksydoredukta-
za ferredoksyna-NADP+ (FNR). FNR katalizuje redukcje
NADP+w liniowym transporcie elektronéw (LEF), przy
czym jest w wysokim stopniu prawdopodobne, ze pos$red-
niczy réwniez w cyklicznym transporcie elektronéw (CEF)
przenoszgc elektrony ze zredukowanej ferredoksyny na
kompleks cytochromoéw bj [10-12], W roslinach wyzszych
FNR jest trwale zasocjowana z kompleksem cytochro-
mow b j poprzez hydrofobowy kanat w domenie wiazacej
NADP+i mozliwe jest, ze kompleksy cytochroméw bj po-
Sredniczgce w LEF, badz CEF, sg rozdzielone przestrzennie
[11,13], Dotychczas nie wykazano obecnosci oksydoreduk-
tazy ferredoksyna-NADP+w izolowanych tg samg metoda
kompleksach cytochromu bjz M. laminosus [13,14], Z kolei
w lisciach kukurydzy zidentyfikowano trzy izoformy FNR
(LFNR1, LFNR2 i LFNR3). Izoformy reduktazy ferredoksy-
ny moga roznic sie lokalizacjg w chloroplastach oraz powi-
nowactwem do substratow [12,15]. Izoforma LFNR1 kuku-
rydzy jest scisle zwigzana z btong tylakoidowg, LFNR2 jest
zasocjowana z btong tylakoidéw w okoto 60%, natomiast
LFNR3 obecna jest jedynie w stromie chloroplastéw [12].
Dwie izoformy reduktazy ferredoksyny, LFNR1 i LFNR2,
prawdopodobnie oddziatujg miedzy innymi z kompleksami
cytochroméw bj[12], W lisciach pszenicy zidentyfikowano
dwie izoformy reduktazy ferredoksyny (FNR-A i FNR-B) o
zblizonych wartosciach punktu izoelektrycznego [15]. Ich
struktura pierwszorzedowa jest bardzo podobna do struk-
tury FNR szpinaku, a sugerowana rola fizjologiczna moze
mie¢ zwigzek z regulacjg niektérych proceséw zachodza-
cych w chloroplastach [15].

Poza gtéwnymi polipeptydami (PetA, PetB, PetC oraz
PetD), w sktad kompleksu cytochroméw b j wchodzg pod-
jednostki o mniejszej masie molekularnej (mieszczacej sie w
przedziale od 3,2 kDa do 4,2 kDa), ktérych rozmieszczenie
w kompleksie jest bardziej peryferyjne [14], Podjednostka
PetM kodowana jest przez gen PETM zlokalizowany w
DNA jadrowym komdrek roélin wyzszych, jak i w komor-
kach zielonych glonéw C. reinhardtii. Pozostate mate pod-
jednostki kompleksu cytochromow bj (PetG, PetL, PetN)
kodowane sg przez geny PETG, PETL i PETN zlokalizowa-
new DNA chloroplastéw [14,16]. W komédrkach glondéw Po-
rphyra purpurea i Guillardia theta gen PETM znajduje sie w
plastydach iwraz z genem PETN zlokalizowany jest w jed-
nym operonie, co umozliwia $ci$le skoordynowana ekspre-
sje [17], Dodatkowg podjednostka kompleksu cytochromow
bf zidentyfikowang do tej pory tylko u Chlamydomonas me-
todami biochemicznymi i ulegajaca odwracalnej fosforylacji
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jest PetO. Obecno$¢ jej nie zostata jednak potwierdzona w
wyniku analizy struktury krystalicznej [18,19], W powsta-
niu funkcjonalnego kompleksu cytochromdw b j niezbedne
sg biatka kodowane przez geny znajdujace sie zarowno w
genomie chloroplastowym, jak i jagdrowym, co wskazuje na
ztozonos$¢ i wieloetapowos¢ catego procesu.

STRUKTURA BIALEK KOMPLEKSU
CYTOCHROMOWEGO b j

Pierwszg analize trdjwymiarowych krysztatow komplek-
su cytochromoéw bj (przedstawiono model strukturalny
0 rozdzielczosci 8 A) przeprowadzono w 1997 roku (kom-
pleks z C. reinhardtii) [20], Rok p6zniej opisano aktywne i
stabilne struktury krystaliczne kompleksu z termofilnej
sinicy M. laminosus; ich analiza pozwolita na rozréznienie
elementow z rozdzielczoscig 9 A [21]. W tym samym roku
opisano struktury krystaliczne kompleksu cytochromoéw b j
ze szpinaku (o podobnej rozdzielczosci) oraz z C. reinhardtii
[22,23]. Przetom dotyczacy struktury kompleksu cytochro-
mow b jz obu organizmoéw nastgpit w 2003 roku. Otrzyma-
no wowczas struktury krystaliczne kompleksu, aich analiza
pozwolita na stworzenie modelu o rozdzielczosci 3 A oraz
3,1 A [19,24,25]. Kompleksy z M. laminosus i C. reinhardtii
majg takg sama liczbe polipeptydéw, a ich struktura jest
bardzo podobna pomimo tego, ze glony zielone sg mtodsze
ewolucyjnie o miliard lat [26]. Jednakze w sekwencji amino-
kwasowej biatek PetA, PetB, PetC i PetD pomiedzy C. rein-
hardtii a M. laminosus sg wyrazne réznice; stopief podobien-
stwa wynosi odpowiednio 58%, 80%, 80% i58% [27],

Monomer kompleksu cytochroméw bj M. laminosus
(Ryc. 1) zawiera cztery hemy, jedno centrum zelazowo-siar-
kowe 2Fe-2S, jedng czasteczke chlorofilu a, jeden (3-karoten,
jeden plastochinon oraz (wprowadzony na potrzeby Kkry-
stalizacji) jedng czasteczke inhibitora (analog chinonu) oraz
dwie czasteczki DOPC [24,25]. Jeden monomer kompleksu
cytochromow bj zbudowany jest z 13 transbtonowych a-
helis, a globularne domeny biatka Rieskego oraz cytochro-
mu /zlokalizowane sg po stronie $wiatta tylakoidow (stro-
na p, pozytywna) [24], Struktury kompleksu cytochromow
bj utworzono na podstawie danych PDB dostepnych pod
adresem: http:// www.rcsb.org/pdb/explore.do7structu-
reld=IVF5. Struktura kompleksu cytochromoéw bj dla C.
reinhardtii dostepna jest pod adresem: http://www.rcsb.
org/pdb/explore/inages.do?structureld=1Q90. Najnow-
sza struktura krystaliczna zostata opublikowana dla holo-
kompleksu bj z Nostoc PCC 7120 i znalez¢ ja mozna pod
adresem: http:/ / www.rcsb.org/pdb/explore.do?structure-
1d=2ZT9 (Cramer et al., praca w druku).

CYTOCHROM b60ORAZ PODJEDNOSTKA IV

Analiza struktur krystalicznych kompleksu cytochroméw
bjz M. laminosus oraz C. reinhardtii wykazata istnienie, do
tej pory nie zidentyfikowanego, trzeciego hemu w obrebie
cytochromu b6[19,24], Hemy bporaz bn wchodzace w sktad
cytochromu b6 nie sg zwigzane kowalencyjnie a tylko koor-
dynacyjnie przez dwie pary histydynowych ligandéw, uto-
zonych liniowo wzgledem atomu zelaza [6], Hem x (okre-
Slany réwniez jako hem c) jest zwigzany kowalencyjnie z
cytochromem za pos$rednictwem pojedynczego wigzania
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tioeterowego grupy winylowej protoporfiryny IX z Cys-35
(reszta aminokwasowa zlokalizowana w obrebie pierwszej
transbtonowej a-helisy) [19,24]. Atom zelaza hemu x koor-
dynowany jest przez czasteczke wody, ktéra jest zwigzana
wigzaniem wodorowym z tafcuchem propionowym he-
mu bnoraz z resztg Gly-38. Wykazano rowniez, ze reszty
aminokwasowe zlokalizowane w sasiedztwie hemu x, s3
zachowane w ewolucji w obrebie kompleksu cytochroméw
bj. Sa to nastepujace reszty: Tyr-33, Cys-35, Gly-38, Phe-203,
Ile-206 cytochromu b6 oraz Phe-40, lle-44 podjednostki IV
M. laminosus [24]. Wykazano, ze u C. reinhardtii zastgpienie
reszty cysteiny wigzacej hem x resztg waliny powoduje dra-
styczny spadek liczby komplekséw cytochromdw b jw bto-
nie, zaburzajac tym samym mozliwos$¢ fotoautotroficznego
wzrostu mutantow [28].

Podjednostka IV kompleksu cytochromdw b jnie posiada
grupy redoks, ale jej obecnos$¢ jest niezbedna dla prawidto-
wego funkcjonowania kompleksu [29]. W petli pomiedzy
pierwszg idrugg transbtonowag a -helisg (E i F) znajduje sie
zachowana w ewolucji sekwencja aminokwaséw (PEWY),
wspélna dla podjednostki IV i cytochromu b tancucha od-
dechowego. Zamiana tej na PWEY zaburza zaréwno me-
chanizm przytgczania plastochinolu/plastochinonu, jak
i mechanizm aktywacji kinazy LHCII [30], W miejscu Qp
podjednostki IV sinicy Synechococcus PCC 7002 istotng role
odgrywa reszta Leu-81. W roS$linach wyzszych oraz zielo-
nych glonach na powyzszej pozycji znajduje sie reszta feny-
loalaniny [29],

BIALKO RIESKEGO

Biatko Rieskego wigze centrum zelazowo-siarkowe 2Fe-
2S. Globularna domena biatka Rieskego znajduje sie w
Swietle tylakoidow. Biatko zakotwiczone jest w btonie jedng
transhtonowg a-helisg, a N-koniec biatka eksponowany jest do
stromy chloroplastow [1,3], Ligandami grupy redoks 2Fe-2S sg
dwie reszty histydynowe oraz dwie reszty cysteinowe zloka-
lizowane w petlach (34-(35 oraz (36-fi7 [31]. Cysteiny te (Cys-
107 i Cys-125, numeracja reszt aminokwasowych tafncucha
polipeptydowego biatka Rieskego szpinaku) sg ligandami
atomu zelaza zlokalizowanego blizej Srodka globularnej do-
meny biatka Rieskego, natomiast reszty histydyny (His-109
oraz His-128, numeracja jak wyzej) sg ligandami atomu ze-
laza znajdujacego sie blizej zewnetrznej krawedzi domeny
[31], Powyzszg strukture stabilizuje czasteczka wody, ktdra
potagczona jest wigzaniami wodorowymi z tlenem grupy
karbonylowej wigzania 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-
racea [31]).

CYTOCHROM/

Kolejnym biatkiem kompleksu cytochromow bj, dla kté-
rego zbadano struktury krystaliczne o duzej rozdzielczosci,
jest cytochrom/ [32-34], Zawiera on wysokopotencjatowy
hem typu c [1,3]. Charakterystyczng cechg cytochromu/
jest motyw Cys-X-X-Cys-His, ktérego funkcjg jest wigzanie
hemu [1,3]. Globularna domena cytochromu /kompleksu
cytochromow b j liczy okoto 250 reszt aminokwasowych i
jest zlokalizowana po stronie lumenalnej (strona p) [3], Cy-
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tochrom/jest zakotwiczony w btonie przez jedng transbto-
nowg a-helise, a C-koniec biatka skierowany jest do stro-
my chloroplastow. Cechg charakterystyczng tego biatka
jest to, ze sz6stym ligandem hemu jest grupa a-aminowa
N-koncowej aminokwasowej reszty biatka [32], Na pozycji
tej znajduje sie reszta aromatyczna, przy czym w 20-tu se-
kwencjach aminokwasowych (na 23 sekwencje przeanalizo-
wane) na pozycji 1 jest reszta tyrozyny [3], Dostepne struk-
tury krystaliczne cytochromu/ z sinicy P. laminosum [35],
C. reinhardtii [34] i rzepy (Brassica rapa) [32], potwierdzity
obecnos¢ tzw. ,tancucha wodnego" czyli pieciu czasteczek
wody zlokalizowanych w poblizu hemu. Reszty amino-
kwasow, ktore tworzg wigzania wodorowe z czgsteczkami
wody ,tancucha wodnego" sg zachowane w ewolucji, po-
dobnie jak te, ktdre oddziatujg z hemem [2,34,35], W obrebie
10 reszt aminokwasowych tworzgcych opisane wigzania, 7
(na 22 zbadane sekwencje aminokwasowe cytochromu f),
jest identycznych. Mutacje tych reszt zaburzajg funkcjono-
wanie kompleksu cytochromoéw bj[35].

MALE PODJEDNOSTKI

Funkcja matych podjednostek kompleksu cytochromow
bj mimo wielu badan nie jest do kofica poznana i jedno-
znacznie zdefiniowana. Kazda z matych podjednostek po-
siada jedng transbtonowg a-helise odpowiedzialng za za-
kotwiczenie biatka w btonie tylakoidowej. Wszystkie mate
hydrofobowe podjednostki majg 1-2 dodatnie tadunki po
stronie n (stromalnej) btony. Kierunek wbudowania tych
biatek w btonie jest zgodny z ds-pozytywng zasadg wbhudo-
wywania biatek btonowych [36].

Jak juz wspomniano, podjednostka PetM jest kodowana
przez gen jadrowy. Produktem translacji jest biatko prekur-
sorowe, ktore nastepnie jest transportowane do chloropla-
stu [16]. Sekwencja sygnalna (sekwencja tranzytowa) tego
polipeptydu jest typowg sekwencjg biatek stromalnych. Po-
tozenie N-konca po stronie lumenalnej wskazuje, ze PetM
przenoszony jest przez btone tylakoidowga. Podobne potoze-
nie N-konca wykazuje pozbawiony sekwencji tranzytowej
PetG [37], N-konce tych biatek sg bardzo krotkie i ubogie w
natadowane dodatnio reszty aminokwasowe. Poprzez ana-
logie do bakteryjnych systemdw transportowych sugeruje
sie, ze ich wbhudowywanie w btone jest niezalezne od sys-
temu transportowego SEC, a zalezy jedynie od potencjatu
btonowego [16,38]. Kolejng matg podjednostka, wystepuja-
cg zarowno u roslin wyzszych, jak i sinic, a wykazujgca naj-
mniejsze (wynoszace okoto 29%) podobieAstwo struktury
pierwszorzedowej, jest PetL. PodobiefAstwo w obrebie pod-
jednostki PetG wynosi 73% a w przypadku PetN 59% [39].
Zaburzenie ekspresji genu PETL, kodujacego podjednostke
PetL, powoduje zahamowanie fotoautotroficznego wzrostu,
redukuje transport elektronéw oraz zawarto$¢ kompleksu
cytochromowego bj u Chlamydomonas, ale nie u Synechocy-
stis [40,41]. Podobna delecja w przypadku tytoniu objawia
sie zmniejszeniem stabilnos$ci dimeru bj, zwtaszcza w sta-
rzejacych sie lisciach, jednakze nie wptywa na przemiany
fotoautotroficzne [42,43]. Gen PETN koduje podjednostke
PetN i zwykle zlokalizowany jest w genomie chloropla-
stowym (np. w komoérkach tytoniu), gdzie ma miejsce jego
ekspresja. W C. reinhardtii PETN znajduje sie jest w geno-
mie jadrowym. Zlokalizowano rowniez ramke odczytu ycfé
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(PETN) w DNA tytoniu, lecz nie stwierdzono, czy biatko
ulega syntezie ijest funkcjonalne [17].

STRUKTURA HOLOKOMPLEKSU b f

Kompleks cytochroméw bp wystepuje w btonie tylako-
idowej w formie dimeru i tylko dimer jest w stanie petni¢
funkcje biologiczng. Dimer jest stabilizowany przez kontakt
transbtonowych helis cytochromoéw b6i transbtonowych he-
lis biatek Rieskego, ktérych rozpuszczalna domena i trans-
btonowa domena znajdujg sie w r6znych monomerach. To
wyjasnia konieczno$¢ istnienia kompleksu cytochroméw
bp w formie dimeru. Kolejne uzasadnienie istnienia dime-
ru jako jednostki funkcjonalnej wynika z obecnos$ci dwéch
szczelin, przez ktore nastepuje wymiana chinonow. Po-
dobne szczeliny wystepujag w kompleksie cytochroméw bg;
[3,44,45]. Szczeliny te tworzg powierzchnie dwéch mono-
mer6w; miejsca Qni Qp wigzace chinon/chinol, znajduja sie
na dwoch réznych monomerach wewnatrz tej samej szcze-
liny [24], Dwa monomery tworzg wolng od biatek szczeline
o wymiarach 30 A (wysoko$¢) na 15 A (gtebokosé) na 25 A
(szeroko$¢) [46]. Sciany szczeliny tworza helisy C, D (cyto-
chromu b i F (podjednostki 1V) jednego monomeru oraz
helisy A (cytochromu b6 i E (podjednostki 1V) oraz helisa
transbtonowa biatka Rieskego drugiego monomeru. Dwie
czasteczki lipidu (DOPC) petnig role strukturalng, podpie-
rajagc szczeline [24], Procedura oczyszczania kompleksu
cytochromow bp z M. laminosus usuwa te lipidy i utrudnia
krystalizacje kompleksu [25]. Dopiero dodanie lipidéw do
preparatu stabilizuje strukture i jest koniecznym warun-
kiem uzyskania wysokiej jakosci krysztatow [25]. Procedu-
ra oczyszczania kompleksu cytochroméw bpz C. reinhardtii,
w potgczeniu z zastosowaniem niskich stezen niejonowego
detergentu, sprawia, ze syntetyczny lipid nie musi by¢ sto-
sowany [19]. W wyniku zastosowania tej procedury, lipidy

Biatko Rieskego Cytochrom f

Chlorofil a

<L ‘( ) B-karoten

Cytochrom b,

Podjednostka IV

wystepujgce in vivo w kompleksie cytochromdw bp pozo-
stajg w nim [19].

W skiad kazdego monomeru kompleksu cytochro-
mow bpwchodza takze chlorofil ai (3-karoten. W monome-
rach komplekséw cytochromdéw frrroslin wyzszych, glonéw
i sinic zar6wno hem \t, chlorofil a, jak i (3-karoten, wystepu-
ja w stosunku molowym 1:1:1 [47-50], Chlorofile zlokali-
zowany jest miedzy druga (F) a trzecig (G) transhtonowg
a-helisg podjednostki IV i lokuje sie niemal rownolegle do
ptaszczyzny hemu bnw obrebie tego samego monomeru bp
(Ryc. 1) [24], Przypuszczalnie w kompleksie cytochromoéw
bp odgrywa role strukturalng oraz uczestniczy w aktywacji
kinazy LHCII [24,51], Jego lokalizacja w dimerze jest scisle
okre$lona, niemniej mozliwa jest wymiana czgsteczek chlo-
rofilu a na czasteczki chlorofilu znakowane radioaktywnie
([H]ChD) w wyizolowanych kompleksach cytochroméw
bpC. reinhardtii [49]. Czasteczka (3-karotenu zlokalizowana
jest w centrum transbtonowego rejonu monomeru bp. Usy-
tuowana jest miedzy podjednostkami PetL, PetM, w poblizu
drugiej (B) transbtonowej a-helisy cytochromu b6 pierwszej
(E) transbtonowej a-helisy podjednostki IV, a takze podjed-
nostki PetG [24], Na podstawie widm absorpcji p-karotenu
ekstrahowanego z kompleksu bp ze szpinaku ustalono, ze
w kompleksie cytochromoéw bp wystepuje on w konforma-
cji cis (9-ris-p-karoten charakteryzuje maksimum absorpcji
w 341 nm oraz dwa sygnaty absorpcji w 444 nm i 471 nm)
[52].

POROWNANIE KOMPLEKSOW
CYTOCHROMOW bp ORAZ bcl

Struktura pierwszorzedowa trzech z czterech gtdwnych
polipeptydow kompleksu cytochromoéw bp jest zachowana
w ewolucji i wystepuje we wszystkich poznanych kom-
pleksach cytochroméw bcr Cytochrom b podjednostka IV

o

-
(27

Hem typu ¢

Hem b

. 20,38 Hom'b Chlorofil a

B-karoten

Rycina 1. Schemat dimeru kompleksu cytochromowego b jz M. laminosus opracowany na podstawie danych uzyskanych z analizy struktury krystalicznej (dane PDB pod
adresem: http:// www.rcsh.org/pdb/explore.do?structureld=IVF5). Po prawej przestrzennie rozmieszczone grupy prostetyczne kompleksu oraz odlegto$ci miedzy $rod-
kami grup prostetyczych (A). Po lewej graficzny obraz sktadu polipeptydowego dimeru bj. Na jasnoré6zowo oznaczono podjednostke PetN, na fioletowo podjednostke
PetG, na szaro podjednostke PetM, a na zielono podjednostke PetL. Lokalizacje czterech gtéwnych podjednostek kompleksu cytochrom b j oraz przestrzenng lokalizacje

grup prostetycznych opisano i zaznaczono strzatkami.
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i biatko Rieskego sa homologami sktadnikéw kompleksu
cytochroméw ber Cytochrom b6 jest homologiem N-kono-
wego fragmentu cytochromu b [1-5,19,53], Podjednostka
IV wykazuje homologie z C-konncowg czescig cytochromu
b; jej dodatkowa funkcjg jest wigzanie chlorofilu a [54].
Struktury trzeciorzedowe biatek Rieskego wchodzacych
w sktad kompleksow cytochromoéw bfi oraz bc: wykazujg
duze podobienstwo w obrebie domen wigzacych 2Fe-2S
lecz r6znig sie w domenie oddalonej (dystalnej) od btony.
Poréwnanie struktury pierwszorzedowej biatek Rieskego
zwierzat, roslin wyzszych, glonéw, sinic i bakterii purpu-
rowych, pozwolito na stwierdzenie homologii w obrebie se-
kwencji aminokwaséw tancucha polipeptydowego domen
wigzacych 2Fe-2S [31]. Badania z zastosowaniem mutacji
punktowych wskazujg, ze ruch wymagany przy transporcie
elektronéw rozpuszczalnej domeny biatka Rieskego sinicy
Synechococcus PCC 7002 [24,55] jest znacznie mniejszy niz
w kompleksie cytochromow bc: [56,57]. W biatku Rieskego
kompleksu cytochromdw bfireszta Gly-141 jest potaczona
z resztg Pro-142 wigzaniem c/s-peptydowym (numeracja
dla szpinaku). Wigzanie trans-peptydowe reszty glicyny z
reszta proliny w biatku Rieskego mitochondriow jest waz-
nym elementem stabilizujagcym to biatko dzieki wigzaniom
wodorowym z resztg Arg-128, nie majacej swojego odpo-
wiednika w sekwencji aminokwasowej biatka chloropla-
stow [31]. Cytochrom/ peini analogiczng funkcje jak cyto-
chrom (, jednakze nie wykazuje homologii w sekwencji
aminokwasowej z wyjatkiem pieciu reszt wigzgcych hem
typu c. Réwniez nie stwierdzono podobiefAstw w struktu-
rze. Jego struktura, sktadajgca sie z pasm B oraz z duzej i
matej domeny, jest unikalna dla cytochroméw typu c [32],
Wieksza stabilno$¢ kompleksu cytochromdw bc} wynika
miedzy innymi z kontaktu pomiedzy dwoma cytochroma-
mi cr Brak jest takiego kontaktu pomiedzy cytochromamifi
hemy typu cw kompleksie cytochroméw bfisg potozone o
25 A dalej w poréwnaniu z kompleksem cytochroméw bc;
[51]. Orientacja ptaszczyzny hemu w cytochromie c7jest nie-
mal prostopadta w stosunku do powierzchni btony, czym
rowniez rozni sie od utozenia hemu cytochromu/[1,24].

Nie ma analogow matych podjednostek (PetG, PetM,
PetN i PetL), ktore sg rozmieszczone peryferyjnie i wigzg B3-
karoten. Kompleks cytochroméw bfiw miejscu Qnwigze do-
datkowy hem. Liczbe polipeptydéw tworzacych kompleks
cytochromdw bcl charakteryzuje duze, powstate w wyni-
ku ewolucji, zr6znicowanie. Kompleks cytochroméw bc: z
purpurowej bakterii fotosyntetycznej Rhodobacter capsulatus
sktada sie z 3 polipeptyddw [58], drozdzy z 9 [59], a ptakow
z 11 [60]. Zaréwno hem i cytochromu b6 jak i czasteczki
chlorofilu a i B-karotenu, nie majg swoich odpowiednikéw
w kompleksie cytochroméw bc3tancucha oddechowego [2],

SKEADANIE HOLOKOMPLEKSU bfi

Sekwencyjny mechanizm tworzenia kompleksu cyto-
chromow bfijest nadal przedmiotem intensywnych badan.
W komdrkach C. reinhardtii stabilno$¢ podjednostek holo-
kompleksu bfi jest uzalezniona miedzy innymi od obecno-
sci prawidtowo funkcjonujgcego enzymu proteolitycznego
ClpP [61]. Kluczowg role w poprawnym sktadaniu holo-
kompleksu odgrywa prawidtowe wbudowanie w btone
tylakoidoéw biatek stanowiacych jego rdzen: cytochromu bg

Postepy Biochemii 55 (3) 2009

biatka Rieskego, podjednostki IV oraz cytochromufi. Po-
prawne i prawidtowe wbudowanie w btone cytochroméw
b6i/determinuje wigczenie hemow, co odbywa sie z udzia-
tem innych biatek [62,63], Przy braku cytochromu bb oraz
podjednostki IV, poziom syntezy cytochromu/ spada do
okoto 10 % w poréwnaniu z normalnym poziomem syntezy
[64,65]. Wynika to z faktu, ze cytochrom/stanowi podsta-
wowy element regulacji sktadania kompleksu cytochromow
bfina poziomie inicjacji translacji; jest to tzw. zjawisko epi-
statycznej kontroli syntezy (CES, C. reinhardtii) [64], Synteza
biatka (w powyzszym przypadku podjednostkg CES jest
cytochrom fi) jest uzalezniona od prawidtowosci sktadania
kompleksu, a doktadnie od tzw. podjednostek dominuja-
cych. Podjednostkami dominujgcymi kompleksu cytochro-
mow bfisg prawidtowo wbudowane w btone cytochrom bbi
podjednostka IV [64,65], Waznym elementem regulacji tego
systemu jest transbtonowa, C-kohAcowa a-helisa cytochro-
mu / oraz 8 reszt aminokwasowych zlokalizowanych tuz
za tg a-helisg (reszty Lys-Lys-Lys-GIn-Phe-Glu-Lys-Val) od
stromy chloroplastow [65], Zastgpienie, znajdujacej sie na
pozycji pierwszej, reszty lizyny resztag metioniny, oraz resz-
ty fenyloalaniny reszta seryny, hamowato autoregulacje,
powodujac trzykrotny wzrost czestosci translacji cytochro-
mu [65]. Za inicjacje translacji powyzszego biatka odpowie-
dzialny jest region 5'UTR genu PETA. Gdy podstawiono w
jego miejsce inny, niezwigzany z powyzszg regulacjg 5'UTR
(sekwencja nukleotydowa kodujaca pierwsze 25 reszt ami-
nokwasowych podjednostki a syntazy ATP), nastgpito za-
blokowanie kontroli CES [64].

Wspomniany motyw 8 reszt aminokwasowych cyto-
chromu / oraz reszta GIn-297 (zlokalizowana w transbto-
nowej helisie kotwiczacej biatko), posrednio oddziatuje z
5'UTR petA mRNA. W oddziatywaniach pos$redniczy biatko
TCA, czynnik jadrowy zaangazowany w inicjacje translacji
[62,66,67], C-koricowy rejon cytochromu/oddziatuje z czyn-
nikiem TCA. Zwigzanie cytochromu / z cytochromem hb
oraz podjednostka IV w btonie tylakoidéw powoduje uwol-
nienie TCA od C-koncowego fragmentu cytochromu i TCA
(poprzez oddziatywanie z 5’'UTR mRNA genu PETA) pro-
muje translacje tej podjednostki kompleksu cytochroméw
bfi. W komdrkach zawierajagcych zablokowany gen petD
brak wyprodukowanej i wbudowanej w btone podjednost-
ki IV wywotuje proteolityczng degradacje cytochromu b6
Czynnik TCA pozostaje potagczony z C-kofcowym rejonem
cytochromu/, nie stymulujgc tym samym translacji (spadek
liczby translacji do 10%). Mutacje w obrebie domeny wigza-
cej TCA w cytochromie/blokowaty przytgczanie tego czyn-
nika do biatka zlokalizowanego w btonie, stymulujac tym
samym jego translacje [62,67]. Mechanizm oddziatywan
czynnika TCA z cytochromem/, w kontek$cie mechanizmu
CES oraz regulacji sktadania kompleksu cytochromdw bfi
przedstawia Ryc. 2. Biatkiem kodowanym przez genom ja-
drowy, zaangazowanym w stabilizacje transkryptu mRNA
genu PETA, jest biatko MCA1 [66,68]. Obnizony poziom
biatka MCAL i TCA zaburza ekspresje genu PETA [68],

CZYNNIKI POWODUJACE NIESTABILNOSC
STRUKTURALNA HOLOKOMPLEKSU bfi

Delecja chloroplastowego genu PETG C. reinhardtii lub
Synechocystis PCC 6803 powoduje znaczny spadek liczby
komplekséw cytochromow bfiw bionach tylakoidéw. Brak

303



A.
B.
G- ZyoKo8E .\ D

S neech ST O& — -

e

Rycina 2. Graficzny model ekspresji genu cytochromu/w komérkach C. reinhardtii; model regulacji CES. A. Ekspresja
genu cytochromu/w szczepie dzikim. B. Ekspresja genu cytochromu/ w komérkach z zablokowanym genem petD.
Brak elementu dominujacego (podjednostki 1V) powoduje degradacje cytochromu b6 Czynnik TCA nie jest uwal-
niany z cytochromu/, tym samym nie stymuluje translacji kolejnych biatek [62,65]. C. Ekspresja genu cytochromu/
w komérkach ze zmutowanym odcinkiem 8 reszt aminokwasowych oddziatujacych z czynnikiem TCA. Na r6zowo
oznaczano czynnik TCA, na czerwono cytochrom/ na zielono cytochrom b§ na pomararniczowo podjednostke 1V, na
niebiesko enzym proteolityczny ClpP (dane dla C. reinhardtii [61]), na z6#to w tle dwuwarstwe lipidowa; n — okre-
$lenie stromalnej powierzchni btony tylakoidéw; p —okres$lenie lumenalnej powierzchni btony tylakoidéw (na pod-

stawie [62,65]).

podjednostki PetG ujemnie wptywa na sktadanie holokom-
pleksu biatkowego w C. reinhardtii (rezultatem mutacji dele-
cyjnej genu petG C. reinhardtii jest zahamowanie wzrostu fo-
toautotroficznego) oraz Synechocystis PCC 6803 [40,69], Po-
dobne wyniki uzyskano dla mutanta delecyjnego genu petN
zardwno tytoniu (N. tabacum), jak i Synechocystis PCC 6803
[17,39,40], Mutacje zaburzenia ramki odczytu genu PETN ty-
toniu skutkuje zmniejszeniem liczby i stabilnosci komplek-
sow w bionie [17]. Catkowite zablokowanie ekspresji tego
genu powoduje obumieranie pedoéw tytoniu w ciggu kilku
dni [17]. Wydaje sie takze, ze wptyw na synteze komplek-
su posiada podjednostka PetG, ktdrej brak uwidacznia sie
juz na poczatkowym etapie sktadania kompleksu cytochro-
mow b f [39], Jest to zaskakujace bioragc pod uwage, ze pod-
jednostki te sg potozone peryferyjnie w kompleksie. Z dru-
giej strony, podobng role petnig mate podjednostki (PsbE,
PsbF, PsbL oraz PshJ) w fotosyntetycznym kompleksie PSU
tytoniu [70,71]. W porédwnaniu do pozostatych matych pod-
jednostek kompleksu, podjednostka PetM nie wptywa na
stabilnos¢ i sktadanie kompleksu cytochromow b f [40,72],
Brak podjednostki PetL powoduje utrate biatka Rieskego z
monomerycznych form kompleksu cytochromoéw bf [39],
Warto zwrdéci¢ uwage na fakt, ze funkcja matych podjed-
nostek w stabilizowaniu kompleksu cytochroméw b f moze
zaleze¢ od ich lokalizacji w dimerze. Jak juz wspomniano,
destabilizacje holokompleksu bf powoduje brak podjed-
nostki 1V, cytochromu b6 biatka Rieskego, podjednostki
PetG i cytochromu / [53,61,63,64,69], W cytochromie b6
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punktowa mutacja reszty leucy-
ny na pozycji 204 (numeracja dla
reinhardtii) na reszte proliny,
catkowicie hamuje proces foto-
syntezy. Nastepuje zablokowanie
transportu elektronéw i brak jest
kompleksow bf, co wynika z bra-
ku prawidtowo wbudowanych
heméw w cytochromie b. [73].

__+PETA mRNA PODSUMOWANIE

Znane obecnie struktury kom-
pleksu cytochromow bf dostar-
czyty nowych informacji w od-
niesieniu do struktury i funkcji
P sktadowych kompleksu (hem x
cytochromu b f Mechanizm bio-
genezy kompleksu cytochroméw
bf, dzieki prowadzonym obecnie
badaniom jest coraz bardziej czy-
telny, zrozumiaty, wskazujac na
precyzje, ztozono$¢ i wieloaspek-
towos$¢ catego procesu.
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Structure and biogenesis of cytochrome b j complex
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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 bg 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 5UTR of the PETA transcript. The following 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 - wystepowanie,
biosynteza i funkcje

STRESZCZENIE

hinony prenylowe stanowiag grupe zwigzkéw obecnych we wszystkich organizmach.

Zbudowane sg z polarnego pierscienia ulegajacego reakcjom redoks oraz dtugiego, hy-
drofobowego tancucha bocznego. Ze wzgledu na amfifilowa strukture, wystepuja gtéwnie w
btonach biologicznych, petnigc tam przede wszystkim role przeno$nikéw elektronéw i pro-
tonéw w fotosyntetycznym i oddechowym tancuchu transportu elektronéw. Sg réwniez wy-
dajnymi antyutleniaczami. Moga takze petni¢ bardziej specyficzne funkcje np. jako kofakto-
ry enzymow. Wsérod chinonéw prenylowych, ze wzgledu na strukture pierscienia, wyroznia
sie menachinony (witamina K2, filochinon (witamina Ka, ubichinony oraz plastochinony,
cho¢ znane sg takze inne rodzaje, np. tokoferylochinony. Czesto rézne grupy organizmoéw sa
zdolne do biosyntezy tylko niektérych rodzajéw chinonéw prenylowych. W niniejszej pracy
przedstawiono syntetyczny przeglad informacji dotyczacy najwazniejszych grup chinonéw
prenylowych, ich budowy, funkcji, biosyntezy oraz wystepowania.

WPROWADZENIE

Wiekszos$¢ zwigzkéw zawierajgcych uktady chinonowe, wykrywanych w or-
ganizmach, to metabolity wtérne ro$lin, grzybéw, porostow i bakterii. Do tej
pory opisano ponad 2400 naturalnie wystepujacych chinonéw [1,2]. W$rod tej
licznej grupy zwigzkéw na szczeg6lng uwage zastugujg chinony prenylowe,
zwane takze, ze wzgledu na petnione przez nie podstawowe funkcje w metabo-
lizmie, biochinonami. O ich znaczeniu najlepiej swiadczy fakt, ze wystepujg we
wszystkich grupach organizmdw [3]. Petnig tam rdoznorodne funkcje, z ktérych
najwazniejsza to udziat w fotosyntetycznym i oddechowym tancuchu transpor-
tu elektronow. Czasteczki chinonéw prenylowych maja charakter amfifilowy.
Zbudowane sg z polarnego pier$cienia chinonowego zawierajgcego r6zne pod-
stawniki (najczesciej metylowe lub metoksylowe) oraz hydrofobowego tancucha
izoprenoidowego o réznej dtugosci. Lancuch ten zbudowany jest z 5-weglowych
jednostek i zawiera zwykle wigzanie podwdjne w konfiguracji trans w kazdej
jednostce. tancuch boczny zapewnia czasteczkom chinonéw prenylowych roz-
puszczalno$¢ w ttuszczach, a takze ,,kotwiczy" je w dwuwarstwach lipidowych
i w hydrofobowych rejonach biatek. Hydrofilowy pierscien chinonéw prenylo-
wych jest zazwyczaj eksponowany do srodowiska wodnego lub oddziatuje z po-
larnymi rejonami biatek. Uktad chinonowy moze ulega¢ odwracalnej, dwustop-
niowej redukcji prowadzacej do powstania chinolu (hydrochinonu) (Ryc. 1).

Lokalizacja i dynamika molekularna chinonéw prenylowych w btonach bio-
logicznych jest SciSle zwigzana ze strukturg ich czasteczek (dtugo$¢ tancucha
bocznego, liczba i rodzaj podstawnikéw w pierscieniu, jego stan redoks) i ma
kluczowe znaczenie dla petnienia odpowiednich funkcji biologicznych tych
zwigzkdw. Zagadnienia te omdéwiono szerzej we wczes$niejszych pracach [4,5].
Zdolno$¢ odwracalnej redukcji potgczona z hydrofobowym charakterem czaste-
czek umozliwia chinonom prenylowym peinienie funkcji przenos$nikéw elek-
tronéw i protonéw pomiedzy kompleksami biatkowymi w btonach. Stad chi-
nony prenylowe stanowig
element fotosyntetycznych
i oddechowych tancuchow
transportu elektronéw i to
zarbwno w postaci rucho-
mych przeno$nikéw wodoru
w btonach, jak i kofaktorow
trwale zwigzanych z biatka-
mi, uczestniczacych w trans-

q cr qh?2

Rycina 1. Reakcje redoks pierscienia benzochinonéw. Q — for-
ma utleniona, Q - anionorodnikowa, semichinonowa forma
posrednia; nietrwata i reaktywna, moze by¢ stabilizowana po-

przez oddziatywania z biatkiem, QH, - obojetna elektrycznie,
trwata forma chinolowa (hydrochinonowa).

P°rCle elékt}oné;v w ob’reb'ie'
komplekséw biatkowych [3].
Formy chinolowe (hydrochi-

nonowe), powstajagce w wy-
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Naftochinony

N Ubichinony

Rycina 2. Struktura powszechnie wystepujacych chinonéw prenylowych.

niku redukcji, posiadajg takze zdolnoSci antyutleniajace,
umozliwiajgce im miedzy innymi ochrone Dion biologicz-
nych przed peroksydacjg lipidow. Niektore chinony pre-
nylowe sg takze kofaktorami enzyméw. Postuluje sie takze
udziat tych zwigzkéw w regulacji ekspresji gendw [6].

Naturalnie wystepujace chinony prenylowe sg pochod-
nymi benzochinonu lub naftochinonu (Ryc. 2). Szczeg6lnie
duza réznorodno$é tych zwiazkéw wystepuje w organi-
zmach prokariotycznych, stad mozna wykorzystywac ana-
lize sktadu chinonow prenylowych u tych organizmdéw jako
narzedzie taksonomiczne [7].

NAFTOCHINONY

WYSTEPOWANIE | FUNKCJE NAFTOCHINONOW

Naftochinony sg grupa zwigzkéw ,ewolucyjnie star-
szych" od benzochinonéw [8], Ich gtdwng funkcjg jest
udziat w transporcie elektronéw i protonéw w tancuchu
oddechowym wielu grup bakterii (np. bakterii gramdo-
datnich) [8], Najpowszechniej wystepujagcymi przedstawi-
cielami naftochinonéw organizméw prokariotycznych sg
menachinony (MK) o réznej dtugosci tancucha bocznego,
choé czesto wystepuja takze demetylomenachinony (DMK)
[3]. Przenosza one elektrony pomiedzy kompleksami dehy-
drogenaz a cytochromem bcl[3,8], Ponadto uczestniczg w
fotosyntezie bakteryjnej, gdzie wystepujg w centrach reakcji
typu PSU oraz w btonach zielonych bakterii nitkowatych i
niektorych bakterii purpurowych [9], Menachinony petnig
takze funkcje przeno$nika elektronéw miedzy pierwotnym
donorem elektron6w a centrum zelazo-siarkowym FedS4w
centrach reakcji typu PSI zielonych bakterii siarkowych ihe-
liobakterii [9]. U proteobakterii zdolnych takze do syntezy
ubichinonéw (UQ), wykorzystanie chinonéw prenylowych
zalezy od typu przeprowadzanego przez nie metabolizmu.
Obligatoryjne aeroby wykorzystujg UQ, za§ MK jest wy-
korzystywany przez obligatoryjne anaeroby posiadajgce
oddechowy tancuch transportu elektronéw z koncowym
akceptorem innym niz tlen (np. azotan) [3]. Fakultatywne
beztlenowce, takie jak E. coli, syntetyzujg zarowno UQ, jak i
MK [3], przy czym ich wzajemny stosunek zalezy od zawa-
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rosci tlenu w otoczeniu. U E. coli ho-

dowanej w warunkach tlenowych

poziom UQ jest 4-5 razy wyzszy niz

poziom MK+DMK, podczas gdy w

warunkach beztlenowych poziom

UQ jest 3-razy nizszy od poziomu

MK+DMK [10]. Uwaza sie, ze mena-

chinony posiadajgce nizszy poten-

. cjat redoks niz UQ lepiej spetniajg

Plastochinony swoja funkcje w taficuchu oddecho-

wym zawierajgcym akceptory elek-

tronow o niskim potencjale [3,8],

Wykazano, ze u mutantéw E. coli

. ; zawierajacych tylko UQ albo MK,

0 dochodzi do funkcjonalnego zaste-

powania brakujgcego chinonu pre-

nylowego, cho¢ nie dla wszystkich

donoréw elektronéw, gdyz niektoé-

re dehydrogenazy wykazujg specy-

ficznos$¢ substratowg. Menachinony

sg obecne takze u archebakterii (Ar-

chaea), gdzie zawierajg czesto nasy-

cone tafAcuchy izoprenoidowe [7], U organizméw prokario-

tycznych menachinony uczestniczg réwniez w biosyntezie
zasad pirymidynowych w warunkach beztlenowych [11].

Filochinon, zwany tez witaming K4 jest syntezowany
przez wszystkie organizmy zdolne do oksygenicznej (wy-
twarzajacej tlen) fotosyntezy, czyli przez ro$liny isinice. Jego
tancuch boczny stanowi reszta fitolu. Filochinon funkcjonu-
je jako kofaktor Alw PSI, przenoszgc elektrony pomiedzy
przenosnikiem A( (chlorofil a zwigzany poprzez reszty me-
tioniny z heterodimerem biatek PsaA/B) a centrami zelazo-
siarkowymi typu Fe454[9,12], W PSI wystepujg 2 czasteczki
filochinonu na jedno centrum reakcji, petnigce identyczne
funkcje przeno$nikow elektronéw w dwodch réwnolegtych
gateziach, jednak szybkos$¢ transportu elektronéw w jednej
z nich jest okoto 10 razy wieksza niz w drugiej. Roznice te
wynikajg z nieco odmiennego otoczenia aminokwasowe-
go obu czasteczek filochinonu [13]. Wyniki doswiadczen z
wykorzystaniem mutanta Synechocystis sp. pozbawionego
filochinonu wykazaty, ze moze on by¢ zastepowany w PSI
przez PQ, chociaz szybko$¢ transportu elektronéw jest w
tym przypadku mniejsza [14]. W lisciach Arabidopsis thaliana
filochinon wystepuje prawie wytgcznie w chloroplastach, z
czego okoto 50% zlokalizowane jest poza PSI, gtéwnie w
plastoglobulach [15], Niewielka frakcja filochinonu byta
rowniez wykrywana w otoczce chloroplastu, miejscu syn-
tezy filochinonu i innych chinonéw prenylowych u ro$lin
[16], Filochinon wystepuje u roslin wyzszych gtéwnie w li-
$ciach w postaci utlenionej oraz w mniejszej ilosci w formie
zredukowanej, natomiast w innych organach (owoce, ko-
rzenie, bulwy) wykryto ten zwigzek w znacznie mniejszych
ilosciach i tylko w postaci utlenionej [15]. Postulowano row-
niez udziat filochinonu w tancuchu transportu elektronéw
w btonie komérkowej miedzy dehydrogenazag NAD(P)H a
cytochromem typu b, ktdry ma stuzy¢ do produkcji aniono-
rodnika ponadtlenkowego w odpowiedzi na atak patogenu
[17], W badaniach in vitro wykazano aktywnos$¢ reduktazy
chinonowej zaleznej od NAD(P)H na izolowanych prepara-
tach bton [17], Aktywnos¢ ta byta stymulowana przez doda-
ny do mieszaniny reakcyjnej filochinon. Poparciem hipotezy
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Rycina 3. Szlak biosyntezy MK-8. OPT — oktaprenylotransferaza |,4-dihydroksy-2-naftanowa, R-PP
—difosforan oktaprenylu syntetyzowany w serii reakcji kondensacji katalizowanej przez syntazy difos- do

foranéw prenylowych, R —tancuch oktaprenylowy.

0 udziale filochinonu w wyzej wymienionych reakcjach in
vivo byto jego wykrycie w btonie komérkowej kukurydzy.
[17].

ZNACZENIE W METABOLIZMIE CZLOWIEKA

Naftochinony prenylowe przyjeto sie potocznie na-
zywaé witaminami K, ze wzgledu na ich niezbednos$¢ w
metabolizmie cztowieka, a ktdrych organizm nie jest sam
w stanie syntetyzowaé. Do grupy zwigzkow okreslanych
mianem witaminy K nalezg: witamina Ka (filochinon; po-
chodzenia roslinnego), witamina K2 (menachinon; pocho-
dzenia bakteryjnego) oraz witamina K3 (menadion; synte-
tyczny odpowiednik witaminy K). Litera ,,K" wywodzi sie
od niemieckiego stowa , koagulation”. Witamina K zostata
odkryta w roku 1929 przez Dama, natomiast po raz pierw-
szy oczyszczono jg i wyizolowano z lisci lucerny dziesieé
lat p6Zzniej [18]. Witamina K jest niezbedna dla prawidto-
wego funkcjonowania niektérych biatek zaangazowanych
w Kkrzepniecie krwi. Dziata jako kofaktor enzymu katali-
zujacego przemiane kwasu glutaminowego w kwas y-
karboksyglutaminowy, ktory utatwia biatkom wigzanie
jonow wapnia, co z kolei wptywa na aktywacje siedmiu
czynnikéw krzepniecia krwi niezbednych w tym procesie
[18], Oprocz udziatu w procesie koagulacji, dobrze udoku-
mentowany jest takze udziat witaminy K w mineralizacji
kosci [19] oraz w regulacji aktywnosci wielu enzymow za-
angazowanych w metabolizm sfingolipidow moézgu [20],
Rezultatem niedoboru witaminy K sg nieprawidtowosci w
procesie krzepniecia krwi (wydtuzenie czasu krzepniecia
krwi oznaczanego w testach laboratoryjnych), samoistne
krwawienia z nosa, dzigset, obecno$¢ krwi w moczu i kale
oraz bardzo obfite krwawienia miesieczne u kobiet [18]. U
niemowlat moze dochodzi¢ do wewnetrznych krwotokow
w obrebie czaszki [18], Niektére dane sugerujg zwigzek
niedoboru witaminy K z wystepowaniem dzieciecej bia-
taczki i innych typéw raka [21], Ponadto niedobdr witami-
ny K zwieksza ryzyko osteoporozy [19].
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o-bursztynylobenzoesan

Pomimo tego, ze witamina K jest synte-
tyzowana przez symbiotyczne mikroorga-
nizmy wystepujgce w jelitach, dla zapew-
nienia ilosci wymaganej przez organizm
konieczne jest dostarczanie jej wraz z pozy-
wieniem. Dobrym zrédtem witaminy K sg
olej rzepakowy, olej sojowy, oliwa z oliwek

COOH

COOH

menE

menB oraz zielone czesci roslin (brokuty, jarmuz,
snH . . . .
\Jidet szpinak, satata, botwinka, rzezucha, pie-
e truszka) [18].

COOH

BIOSYNTEZA NAFTOCHINONOW

Prekursory polarnego pierScienia i izo-
0 prenoidowego tafcucha bocznego sg synte-
R tyzowane w oddzielnych szlakach. Pierwot-
nymi prekursorami biosyntezy tancucha
prenylowego sg difosforan dimetyloallilu
0O i izopentenylu (IPP), ktére u archebakterii,
nielicznych gatunkdédw bakterii nalezacych
réznych grup systematycznych (np.
Chloroflexus aurantiacus, Borrelia burgdor-
feri, Myxococcus fulvus), pierwotniakéw,
grzybow, roslin i zwierzat sg syntetyzo-
wane w szeregu reakcji szlaku mewalonowego, natomiast
u wiekszosci bakterii i w chloroplastach roslin powstajg na
drodze reakcji szlaku 1-deoksy-D-ksylulozo fosforanowego
(DXP) [22]. W reakcji dobudowywania kolejnych reszt IPP
do difosforanu dimetyloallilu przez specyficzng dla réz-
nych grup organizmdéw syntaze difosforanu poliprenylu,
powstaje coraz dtuzszy tancuch. Diugosé tego tancucha jest
determinowana przez strukture centrum aktywnego odpo-
wiedniej syntazy. W zwigzku z tym, liczba jednostek preny-
lowych rdzni sie czesto u réznych gatunkdw, szczegdlnie u
organizméw prokariotycznych. Przyktadowo MK u E. coli
posiada osiem jednostek prenylowych (MK-8), u Heliobac-
ter pylori wystepuje MK-4 oraz MK-6, natomiast u Bacillus
firmus MK-7 [3]. Prekursor uktadu naftochinonowego po-
chodzi ze szlaku kwasu szikimowego [23]. W szeregu reak-
cji z szikimianu powstaje |,4-dihydroksy-2-naftan (Ryc. 3).
Nastepnie prenylotransferaza |,4-dihydroksy-2-naftanowa
katalizuje reakcje kondensacji |,4-dihydroksy-2-naftanu z
prekursorem #tancucha, difosforanem poliprenylu. Ostatnig
reakcjg jest metylacja w obrebie pierScienia zawierajgcego
uktad chinonowy.

Biosynteza filochinonu przebiega w podobny sposob,
a gtowna réznica polega na tym, ze prenylotransferaza
przeprowadzajaca kondensacje wykorzystuje jako substrat
difosforan fitylu [12]. Reakcja ta zachodzi w otoczce chlo-
roplastow [24], Doswiadczenia na mutantach Arabidopsis z
upos$ledzong biosyntezg filochinonu wykazaty udziat pro-
duktu genu PHYLLO, wystepujagcego w genomie jagdrowym
w biosyntezie filochinonu. Gen PHYLLO wykazuje homo-
logie z czterema genami bakteryjnymi menL, menD, menC i
men H, katalizujgcymi odpowiednie reakcje biosyntezy MK
u eubakterii (Ryc. 3) ifilochinonu u sinic [25]. Fakt ten suge-
ruje, ze geny kodujace biatka, ktére biorg udziat w biosyn-
tezie filochinonu, pochodzg z prokariotycznego endosym-
bionta.
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WYSTEPOWANIE | FUNKCJA UBICHINONOW

UQ-10 (koenzym Q-10, QX ubichinon-10, CoQ) zostat
odkryty w 1957 roku, przez F. Cranea [26]. Nazwa ,ubichi-
non" wywodzi sie od tacinskiego stowa ubitarius, oznacza-
jacego wszechobecny (ang. ubiquitous), co wigze sie z jego
wystepowaniem w mitochondriach wszystkich grup orga-
nizmow, gdzie jest przenos$nikiem elektronéw w taincuchu
oddechowym [27], Ponadto u organizméw eukariotycz-
nych, UQ zostat zidentyfikowany nie tylko w wewnetrznej
btonie mitochondriow, ale takze w siateczce $rédplazma-
tycznej, aparacie Golgiego, lizosomach, peroksysomach i
btonach komérkowych [3,27,28].

UQ w mitochondriach przenosi elektrony z kompleksu
dehydrogenazy NADH oraz dehydrogenazy bursztynia-
nowej na cytochrom ber Transport elektronéw przez UQ
pomiedzy wspomnianymi kompleksami oraz w tzw. cyklu
Q jest sprzezony z transportem protonéw w poprzek btony
mitochondrialnej [3]. UQ wystepuje w tafcuchu oddecho-
wym wielu mikroorganizmdéw, gdzie bierze udziat zaréw-
no w oddychaniu tlenowym oraz w mniejszym stopniu w
oddychaniu beztlenowym, w ktérym koncowym akcep-
torem elektronow jest azotan [3], U purpurowych bakterii
fotosyntetyzujacych UQ uczestniczy takze w fotosyntetycz-
nym tancuchu transportu elektronéw jako kofaktor w cen-
trach reakcji typu PSU oraz jako ruchoma pula wystepujgca
w bionie [9], Dobrze poznano takze antyutleniajgce witasci-

Szlak biosyntezy UQ-8 w E. coli

Szlak biosyntezy PQ-9 w A. thaliana

wosci zredukowanej formy ubichinonu (ubichinol, UQH?2.
Wiadomo m.in., ze zapobiega ona peroksydacji lipidéw
btonowych oraz lipidéw zasocjowanych z lipoproteinami o
matej gestosci, a takze chroni DNA i biatka btonowe przed
utlenianiem. Dziatanie antyoksydacyjne UQH2w btonach
polega na przerywaniu tancuchowej reakcji peroksydacji
lipidéw, podobnie jak w przypadku a-tokoferolu, neutra-
lizacji inicjatorow peroksydacji, regeneracji a-tokoferolu
oraz gaszenia tlenu singletowego i zmiatania anionorod-
nika ponadtlenkowego [6,27,29-33], Postulowano takze, ze
stosunek UQ/UQH, odgrywa role w monitorowaniu sta-
nu redoks komorki, zmiataniu NO, hamowaniu apoptozy,
regulacji termogenezy oraz w regulacji ekspresji genow
[3,6,34,35]. W organizmach prokariotycznych UQ, podobnie
jak MK, bierze udziat w powstawaniu mostkéw disiarczko-
wych, odgrywajac role donora elektrondw do ich redukcji
[6]. UQ moze by¢ réwniez kofaktorem dla reduktazy siarcz-
kowo-ubichinonowej (ang. sulfide-ubiquinone reductase) [6],
Ubichinony sg ewolucyjnie ,,mtodsze" od naftochinonéw,
stad wystepuja tylko u niektorych bakterii, a mianowicie u
a- B-iy-proteobakterii [8]. Uwaza sie, ze endosymbiotyczne
proteobakterie daty poczatek mitochondriom.

BIOSYNTEZA UBICHINONOW

Szlak biosyntezy UQ (Ryc. 4) u Escherichia coli i Saccharo-
myces cerevisiae zostat stosunkowo dobrze poznany [36-38].
Istniejg pewne réznice pomiedzy szlakami biosyntezy pier-
$cienia u tych organizmow, lecz 0og6lny schemat jest wspol-
ny dla organizmow pro- i eukariotycznych. Prekursorem
pierScienia jest p-hydroksybenzo-
esan (PHB), ktéry u E. coli idrozdzy
moze by¢ syntetyzowany z chory-

PHB choryzmian szikimian HGA zmianu pochodzacego ze szlaku

2 kwasu szikimowego, podczas gdy

COOH COOH COOH COOH OH u wyzszych organizmoéw eukario-
LC HPPD h i

: -« y tycznych jest on syntetyzowany z

1 o.. ) i O B | tyrozyny [36]. K(?ndensacja PHB z

L pxrog!oman/gH oH HO i = S _prekursor_em tancucha bocznego

Hooc” S CH, jest katalizowana przez prenylo-

PHB o R-PP HST transferazy E_HB. Po_nigj nastep_uje

PP N —H szereg reakcji modyfikujacych pier-

W\ l Scien: dekarboksylacja, metylacje

COOH PQ-0: =0 OH OH i hydroksylacje, ktérych kolejnosé

UQ-8: n=8 jest rézna u organizmow pro- i eu-

— Q—’ Q PQH,-9 -— kariotycznych. Dtugo$é tarcucha

R R R izoprenoidowego moze rozni¢ sie

o o miedzy gatunkami lub jednostkami

OH l taksonomicznymi wyzszego rzedu.

Czasami u danego gatunku spoty-

kany jest wiecej niz jeden homolog

MeO R MeO R UQ. U ludzi i Schisosaccharomyces po-
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— ———
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Rycina 4. Szlak biosyntezy benzochinonéw. HGA —homogentyzynian, HPPD —dioksygenaza p-hydroksyfenylo-
pirogronianu, HST —solanezylotransferaza homogentyzynianu, LC —liaza choryzmianowa, PHB —p-hydroksy-
benzoesan (u ro$lin i zwierzat pochodzi z tyrozyny), PHB PT —PHB-oktaprenylotransferaza, PHF —p-hydroksy-
fenylopirogronian (syntetyzowany z tyrozyny) R-PP —pirofosforan poliprenylu, w przypadku biosyntezy UQ u E.

colin =8, PQ uA. thalianan =9.
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mbe wystepuje UQ-10, u myszy UQ-
9, u E. coli gtéwnie UQ-8, natomiast
u S. cerevisiae UQ-6 [6], W mitochon-
driach ros$lin wyzszych dominuje
zwykle UQ-10 lub rzadziej UQ-9. U
roslin nizszych spotykane sg dodat-
kowo UQ-7 oraz UQ-8. Wyjatkowy
przypadek stanowi owoc papryki, u
ktorego wystepuje UQ-11 [5]. W mi-
kroorganizmach przewaza zwykle
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UQ-8, UQ-9 lub UQ-10, natomiast w mniejszych iloSciach
moga wystepowaé homologi UQ-I-UQ-7 [5].

WPLYW UQ-10 NA ZDROWIE CZLOWIEKA

Prowadzone od p6t wieku prace nad terapeutycznymi i
zywieniowym znaczeniem UQ-10 wykazaty, ze wiele cho-
rob ma swoje podtoze w jego niedoborze. Kuracja wykorzy-
stujgca UQ-10 jest stosowana w przypadku takich choréb
jak niedokrwienna niewydolnos$¢ serca, niedobér odporno-
Sci, encefalomiopatia, ataksja, choroba Parkinsona, plasawi-
ca Huntingtona, rézne typy nowotwor6w, a takze cukrzyca
[26,39]. Ponadto dane literaturowe wskazujg na udziat UQ-
10 w aktywacji sygnatowych kinaz biatkowych, regulacji
liczby p2-integryn na powierzchni monocytéw krwi oraz w
zapobieganiu dysfunkcji nabtonka (poprzez podwyzszanie
stezenia NO) [40], Pomimo tego, ze préby wigczenia UQ-10
do listy witamin (jako witaminy Q) zakonczyty sie niepo-
wodzeniem [26], dietetycy zalecaja spozywanie od 10 do 30
mg UQ-10 dziennie, a w ciezkich schorzeniach zwiekszenie
tej dawki nawet do 400 mg/dzien [40]. Pomimo tego, ze ko-
morki ludzkie sg zdolne do biosyntezy UQ, endogenna pula
jest uzupetniana przez UQ-10 dostarczany wraz z pozywie-
niem. Szczegblnie bogatym zréddtem UQ-10 jest mieso, olej
rzepakowy i ryby [40]. UQ-10 jest produkowany na skale
przemystowa przez liczne firmy chemiczne, np. Merck czy
La Roche [26,41] do celéw laboratoryjnych, jak réwniez ko-
mercyjnych, jako suplement diety. Czynione sg takze wy-
sitki zmierzajgce do otrzymania transgenicznych mikroor-
ganizmow o zwiekszonej produkcji UQ. Pewne sukcesy na
tym polu zanotowano juz w przypadku E. coli, Saccharomy-
ces cerevisiae i Rhodobacter spheroides [3].

Nalezy réwniez zwréci¢ uwage na to, ze w pewnych sy-
tuacjach UQ-10 wykazuje niepozadane wtasciwosci prook-
sydacyjne. Wykazano, ze w reakcji z tlenem atmosferycz-
nym UQ-10 generuje anionorodnik ponadtlenkowy, ktéry
w wyniku reakcji dysmutacji daje nadtlenek wodoru, a ten
z kolei w szeregu dalszych przemian moze tworzy¢ bardzo
reaktywny rodnik hydroksylowy [42].

WYSTEPOWANIE | FUNKCJE PLASTOCHINONU

Plastochinon (PQ) zostat ,,wynaleziony" przez sinice i
niejako ,,odziedziczony" przez rosliny. Najbardziej znang
funkcjg PQ jest udziat w fotosyntetycznym tancuchu trans-
portu elektronéw [9,12], Czasteczka PQ trwale zwigzana z
PSU (nazwana QA posredniczy w przenoszeniu elektronéw
z feofityny na luzno zwigzang czasteczke PQ (QB, ktora po
redukcji nastepnie opuszcza PSU i staje sie czescig puli PQ w
btonie tylakoidow. Zredukowany PQ utleniany jest nastep-
nie przez cytochromem b f po przeciwnej stronie btony. PQ
w tylakoidach, podobnie jak UQ w btonie mitochondrialnej,
jest mobilnym przenos$nikiem elektronéw pomiedzy kom-
pleksami biatkowymi jak rowniez przenos$nikiem protondw
w poprzek btony. W tylakoidach stwierdzono réwniez sze-
reg innych miejsc redukcji/utleniania PQ [5], W cyklicznym
transporcie elektrondw PQ jest redukowany przez oksydo-
reduktaze ferredoksyna-NADP+ (FNR) zwigzang z kom-
pleksem cytochromem bf badz przez hipotetyczng reduk-
taze ferredoksyna-chinon (FQR). Podczas tzw. chlororespi-
racji, szlaku niezaleznym od $wiatta, PQ utlenia NAD(P)H
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przy udziale odpowiednich oksydoreduktaz i przekazuje
elektrony na tlen przy udziale odpowiednich oksydaz. Po-
stulowane enzymy redukujgce PQ w tym szlaku to NDH
(dehydrogenaza NAD(P)H kodowana przez geny ndh) oraz
NDH-2 (oksydoreduktaza NAD(P)H-PQ), natomiast enzy-
my utleniajgce PQ to PTOX (terminalna oksydaza plastydo-
wa), peroksydaza wykorzystujgca H2 2do utleniania PQH?2
oraz cytochrom b-559 bedacy skiadnikiem PSU. U sinic,
ktore nie sg zdolne do syntezy UQ, PQ jest przenos$nikiem
elektronéw nie tylko w fotosyntetycznym, ale takze w odde-
chowym tancuchu transportu elektronéw w tej samej btonie
[43]. PQH? posiada wiasciwosci antyutleniajgce, podobnie
jak a-tokoferol i zredukowany UQ. Wykazano w wielu ba-
daniach, ze PQH2hamuje reakcje peroksydacji lipidow, jest
wydajnym zmiataczem tlenu singletowego i anionorodnika
ponadtlenkowego [44-46].

Postuluje sig, ze stan redoks puli PQ petni role gtéwnego
czujnika redoks w chloroplastach, ktory inicjuje szereg odpo-
wiedzi na poziomie komdrkowym na zmiany w $rodowisku,
szczegolnie dotyczace jakosci i intensywnosci Swiatta. Wyka-
zano, ze stan redoks puli PQ reguluje fosforylacje anten LHCII
poprzez aktywacje kinazy zaleznej od cytochromu bf, fosfo-
rylacje biatka DI w PSU, ekspresje gendw chloroplastowych
kodujacych podjednostki PSI i PSII, ekspresje genow peroksy-
daz askorbinianowych kodowanych w jadrze (APX1 i APX2),
dysmutazy ponadtlenkowej i innych enzymoéw [47-49]. W
szeregu badan przeprowadzonych w ostatnich latach wyko-
rzystano technike mikromacierzy cDNA do badania wptywu
stanu redoks puli plastochinonu na ekspresje tysiecy gendw
[50-52], W niektorych z tych eksperymentéw [51] oraz innych
[53] wykazano wptyw stresu Swietlnego na ekspresje genow
rodziny lhcb odpowiedzialnych za synteze biatek antenowych
LHCII, co jest jednym z mechanizméw aklimatyzacyjnych
roslin. Natomiast wyniki innych tego typu badan [50-52] za-
przeczajg wczesniejszym doniesieniom. Wydaje sie, ze udziat
stanu redoks PQ w regulacji syntezy biatek chloroplastowych
jest odpowiedzig ztozong, dziatajgcg raczej w diuzszej skali
czasowej, ktéra moze byé zwiazana réwniez z regulacja po-
transkrypcyjng [51]. Ponadto, réwniez inne chloroplastowe
systemy redoks, takie jak glutation czy uktad ferredoksyna-tio-
redoksyna, moga by¢ zaangazowane w procesy regulacyjne.
Ze wzgledu na kluczowg role PQ w fotosyntezie, wystepuje
on we wszystkich zielonych tkankach roslin. Stwierdzono
obecno$¢ PQ takze w niefotosyntetyzujgcych organach ro$lin
takich jak korzenie, bulwy, cebule, owoce, kwiaty [54], co jest
prawdopodobnie zwigzane z jego udziatem w biosyntezie ka-
rotenoidow. Wykazano bowiem, ze PQ jest niezbhednym ko-
faktorem w tym procesie, gdzie jest akceptorem elektronéw w
reakcji dehydrogenacji fitoenu [55].

BIOSYNTEZA PLASTOCHINONU

W biosyntezie PQ prekursorem polarnego pierscienia jest
pochodzacy z tyrozyny homogentyzynian (HGA) (Ryc. 4)
[12]. Reakq'e kondensacji katalizuje solanezylotransferaza ho-
mogentyzynianowa. Po niej nastepujg dwie reakcje metylacji,
prowadzgce do powstania koncowego produktu [12]. Uwaza
sie powszechnie, ze biosynteza PQ zachodzi w chloroplastach,
cho€ istniejg rowniez doniesienia o jego biosyntezie w innych
przedziatach komdérkowych. W obrebie chloroplastu PQ jest
gtéwnie zlokalizowany w btonach tylakoidéw, gdzie petni
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Rycina 5. Struktura plastochinonéw.

funkcje przenosnika elektronéw, w otoczce chloroplastow,
gdzie zachodzi jego biosynteza oraz szczeg6lnie w starszych li-
$ciach, w tzw. plastoglobulach, ktére sg miejscem przechowy-
wania nadmiaru utlenionej i zredukowanej formy PQ [56,57],
Najbardziej rozpowszechnionym homologiem PQ jest PQ-9
(zwany takze PQ-A) posiadajacy tancuch boczny zbudowany
z 9-ciu reszt izoprenoidowych. W nielicznych przypadkach
odnotowano homologi PQ o krétszym tancuchu bocznym, np.
PQ-8 u Ficus elastica i Aesculus hippocastanum czy PQ-3 u Spi-
nacia oleracea [5], jednak wyniki te wymagajg potwierdzenia.
U wielu roslin, szczeg6lnie w starszych tkankach, zidentyfiko-
wano pochodne PQ posiadajgce modyfikacje w tancuchu izo-
prenoidowym (Ryc. 5): tzw. PQ-C, zawierajacy grupe hydrok-
sylowg w ,,ogonie” oraz PQ-B — ester PQ-C i kwasu ttusz-
czowego (gtéwnie palmitynowego, ale takze mirystynowego
i laurynowego) [58]. Przyktadowo, w lisciach szpinaku ilos¢
PQ-C wynosi okoto 30% ilosci PQ-A, natomiast u klonu siega
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ona 18% [59], Ze wzgledu na mozliwos$¢ przytgczenia grupy
-OH (lub grupy -OH zestryfikowanej kwasem ttuszczowym)
do rdéznych jednostek izoprenoidowych, wyr6zniono szes¢
izomerow PQ-C™ i PQ-B|(.Zaréwno biosynteza i funkcja tych
pochodnych jest obecnie stabo poznana.

Doswiadczenia prowadzone na Synechocystis sp. 6803 wy-
kazaty, ze mutant dioksygenazy p-hydroksybenzoesowej,
dzieki ktorej powstaje HGA, wykazuje normalny wzrost i
syntetyzuje PQ [60], Analogiczny mutant A. thaliana nie wy-
twarza PQ ijest niezdolny do przeprowadzania fotosyntezy
[55], Oznacza to, ze u sinic musi wystepowac inny niz u ro-
§lin szlak biosyntezy PQ nie wykorzystujacy HGA.

INNE CHINONY PRENYLOWE

Znanych jest szereg chinondw prenylowych nie nalezg-
cych do wczes$niej wspomnianych grup, sg one jednak prze-
waznie zwigzkami mniej rozpowszechnionymi (Ryc. 6). Ich
funkcja i biosynteza jest zwykle stabo poznana. Stosunkowo
najczesciej wystepujgcym przedstawicielem tej grupy chi-
nondw prenylowych jest a-tokoferylochinon (a-TQ) ziden-
tyfikowany zaréwno w tkankach roslinnych i zwierzecych,
gdzie uwaza sie go za produkt utlenienia a-tokoferolu [61].
a-TQ wykryto réwniez u wielu mikroorganizméw zaréwno
w postaci utlenionej i zredukowanej [62], Jednak wyniki te
nie zostaly p6zniej potwierdzone.

W szeregu badan wykazano, ze zredukowany a-TQ (a-
TQH7 posiada whasnosci antyutleniajagce, moze zmiata¢ wolne
rodniki [32,63], regenerowac a-tokoferol [30] i zapobiega¢ pe-
roksydacji lipidoéw [44,64], Postulowano takze oddziatywanie
a-TQ z niektérymi oksydoreduktazami [65] i interakcje z mi-
tochondrialnym faricuchem transportu elektronéw, gdzie mia-
tyby on petni¢ funkcje regulacyjng [66], Sugerowano ponadto
udziat a-TQH2i deoksy-a-TQH2w reakcjach biohydrogenacji
nienasyconych kwasow ttuszczowych u bakterii Buh/nvibrio
fibrisolvens [67], Postulowano réwniez udziat a-TQ
jako kofaktora enzymu przeprowadzajgcych reak-
cje prowadzacg do wytworzenia wigzan nienasy-
conych w kwasach ttuszczowych u cztowieka [68],
Istniejg dane wskazujace, ze y-TQ dziata cytotok-
sycznie oraz poprzez aktywacje kaspazy-9, induku-
je apoptoze komorek rakowych (biataczka limfobla-
styczna, rak piersi) [69], Ponadto y-TQ oraz 5-TQ s3
wykorzystywane jako Srodki chemoterapeutyczne
w terapii antynowotworowej oraz leczeniu przeciw-
bakteryjnym [69],

Do innych nietypowych chinonéw prenylo-
wych (Ryc. 6) nalezy takze rodochinon, pochodna
UQ, w ktérym jedna z grup metoksylowych jest
zastgpiona grupg aminowg. Zwigzek ten zostat
wyizolowany z bakterii purpurowej Rhodospiril-
lum rubrum [70], gdzie wykazano jego udziat w
redukcji fumaranu do bursztynianu w warunkach
beztlenowych. P6Zniej okazato sie, ze rodochinon
wystepuje takze u niektérych bezkregowcow,
np. niektérych nicieni i mieczakéw, zdolnych
do redukcji fumaranu w warunkach anoksji [71].
Zielone bakterie fotosyntetyzujgce — Chlorobium
sp., oprécz MK, zawierajg unikalny naftochinon
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nazwany chlorobiumchinonem [7]. Z kolei u termofilnej ar-
chebakterii Sulfolobus solfntaricus odkryto zawierajgce siarke
caldariellachinon, stanowigcy gtdwny chinon tego mikro-
organizmu, oraz benzoditiofenochinon [7]. Jako przykitad
nietypowych plastochinondw, mozna wymieni¢ 3-deme-
tylo-plastochinon-9, ktéry zostat odkryty w cebulkach Iris
hollandica [72],
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Prenylquinones —occurrence, biosynthesis and functions
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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-1'i1 A-11'w
przemianach HDL w osoczu

STRESZCZENIE

polipoproteina (apo) A-l jest kluczowym biatkiem HDL uczestniczacym w procesie

zwrotnego transportu cholesterolu. Niewielka cze$¢ apo A-1 wystepuje w osoczu jako
wolne biatko, z ktérego moga powstawac prekursorowe czastki HDL o dyskowym kszta}-
cie, zawierajace niewielkie ilosci fosfolipidéw i cholesterolu niezestryfikowanego. Krazenie
apo A-l1 pomiedzy prekursorowymi i dojrzatymi formami HDL jest zasadniczym elemen-
tem przemian HDL zachodzacych w krgzeniu. Drugim pod wzgledem zawartos$ci biatkiem
wchodzgcym w skitad czastek HDL cztowieka jest apo A-l1l. Wystepuje ona jednak tylko w
okoto potowie czastek HDL w osoczu. Mechanizm prowadzacy do powstawania HDL za-
wierajgcych zaréwno apo A-I, jak i apo A-Il jest nieznany. Takze rola apo A-11 w zwrotnym
transporcie cholesterolu budzi kontrowersje. R6zne obserwacje wskazuja albo na promiaz-
dzycowe albo na antymiazdzycowe witasciwosci apo A-1l. Udziat apo A-Il w przemianach
HDL w osoczu pozostaje niewyjasniony. Apo A-1l moze by¢ czynnikiem stabilizujgcym
czastki HDL. Apolipoproteina ta moze tez bra¢ udziat w regulacji metabolizmu VLDL. W
pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat udziatu apo A-l i apo A-1l w przemia-
nach HDL w osoczu.

ROZKLAD APO A-1 | APO A-I1 W CZASTKACH HDL

Lipoproteiny wysokiej gestosci (ang. high density lipoproteins, HDL) klasycznie
definiuje sie jako frakcje lipoproteinowg o gestosci od 1,063 do 1,210 g/ ml. Okoto
70% biatek HDL stanowi apolipoproteina (apo) A-l. Stezenia apo A-l i chole-
sterolu we frakcji HDL ujemnie korelujg z ryzykiem niedokrwiennej choroby
serca (NChS) [1,2]. Przeciwmiazdzycowe dziatanie HDL polega przede wszyst-
kim na udziale w transporcie zwrotnym cholesterolu [3]. Ten skomplikowany,
ztozony z wielu reakcji proces, mozna podzieli¢ na trzy zasadnicze etapy: 1)
przekazanie cholesterolu niezestryfikowanego (CH) i fosfolipidéw (FL) z bton
komoérkowych do HDL, 2) estryfikacja cholesterolu katalizowana przez acylo-
transferaze lecytyna: cholesterol (ang. lecithin: cholesterol acyltransferase, LCAT),
3) przekazanie estrow cholesterolu (CHE) z HDL do hepatocytoéw, gdzie chole-
sterol jest przeksztatcany w kwasy zétciowe i wydzielany do zékci. Kardiopro-
tekcyjne wiasciwosci HDL wynikaja rowniez ze zdolno$ci hamowania proce-
sow oksydacji czastek lipoprotein niskiej gestosci (low density lipoproteins, LDL).
Dziatanie antyoksydacyjne wykazuje sama apo A-l oraz transportowane przez
HDL enzymy, takie jak paraoksonaza 1 (PON 1) i peroksydaza glutationowa
[3]. W rzeczywistosci HDL stanowig populacje czastek roznigcych sie sktadem
biatkowym i lipidowym, wielkoScig i gestoscig, ksztattem iruchliwos$cig w polu
elektrycznym. Strukturalne zréznicowanie czgstek HDL moze odzwierciedlac
ich odmienne znaczenie w przeciwdziataniu rozwojowi miazdzycy.

Podczas rozdziatu elektroforetycznego HDL w zelu agarozowym, od gtow-
nej masy czastek HDL wedrujacych z ruchliwoscig a (a-HDL) oddziela sie nie-
wielka podfrakcja czastek o wiekszym ujemnym fadunku powierzchniowym,
migrujacych z ruchliwoscia pre-|3 (pre-|3 HDL) [4], W podfrakcji tej znajduja sie
pojedyncze czasteczki apo A-l, ktére mogg by¢ zwigzane ze $ladowg iloscig fos-
folipidow oraz czastki prekursorowych HDL, zbudowane z kilku (3-4) czaste-
czek apo A-l zwigzanych z fosfolipidami i cholesterolem niezestryfikowanym
[4,5]. Brak niepolarnych lipidow (estréw cholesterolu i triacylogliceroli) sprawia,
ze prekursorowe HDL przybierajg ksztatt dyskowy [4,5]. Ocenia sie, Zze w pre-
@HDL znajduje sie od 2 do 14% catej zawartosci apo A-l osocza [4]. W latach
80-tych XX stulecia odkryto, ze cholesterol z bton komérkowych przekazywany
jest do czastek pre-[3 HDL [6]. We frakcji a-HDL znajdujg sie sferyczne czastki
HDL, ktére majg hydrofobowy rdzen [4,5]. Te tak zwane ,,dojrzate” czastki HDL
sg jednak zroznicowane pod wzgledem zawartosci dwdch gtéwnych biatek -
apolipoprotein A-l i A-11 [3,5,7]. Apo A-I jest obecna we wszystkich czgstkach
sferycznych HDL. Natomiast apo A-Il, chociaz stanowi az 20% biatek we frakcji
HDL, wystepuje tylko w okoto potowie czgstek a-HDL. Stosujgc metode im-
munochromatografii na kolumnach z immobilizowanymi przeciwciatami anty
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jacy domene wigzacag ATP; apo (A-l, A-ll, C,
E) - apolipoproteina; CETP (ang. cholesteryl
ester transfer protein) - biatko osocza przeno-
szgce estry cholesterolu; HDL (ang. high density
lipoproteins) - lipoproteiny wysokiej gestosci;
HDL A-l - czastki HDL zawierajace apo A-I
ale nie zawierajgce apo A-ll; HDL A-l/A-1I
—czastki HDL zawierajace apo A-l i apo A-lI;
LCAT (ang. lecithin: cholesterol acyltransferase)
— acylotransferaza lecytyna: cholesterol; PLTP
(ang. phospholipid transfer protein) - biatko oso-
cza przenoszace fosfolipidy; rHDL - rekon-
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Rycina 1. Schemat izolacji subpopulacji HDL A-l1 i HDL A-1/A-1l z wykorzysta-
niem metody immunochromatografii na kolumnach z immobilizowanymi prze-
ciwciatami anty apo A-I lub anty apo A-1l (wg [7], zmodyfikowane). Prostokaty
obrazuja kolumny z odpowiednimi rodzajami przeciwciat. A. 1zolacja HDL A-II
jest mozliwa po natozeniu osocza na kolumne z przeciwciatami anty apo A-l,
do ktérej wiazg sie czastki HDL A-1 i HDL A-1/A-11. W eluacie z kolumny moga
znajdowac sie¢ HDL A-Il. B. W celu rozdzielenia czastek HDL A-1 i HDL A-I/A-I1,
osocze naktada sie najpierw na kolumne z przeciwciatami anty apo A-11, na ktorej
wigzane sg HDL A-1/A-ll (iewentualne HDL A-I1). W eluacie pozostajg HDL A-l,
ktére mozna nastepnie zwiaza¢ na kolumnie z przeciwciatami anty apo A-I.

apo A-l lub anty apo A-1l mozna wyodrebni¢ czastki HDL
zawierajace jednoczes$nie apo A-l iapo A-1l (HDL A-l/A-II)
oraz czastki HDL zawierajgce apo A-I, lecz nie zawierajace
apo A-Il (HDL A-I) (Ryc. 1) [7]. Do tych ostatnich nalezg
rowniez pre-|]3 HDL. W osoczu zdrowych oséb wykazano
tez obecnos$¢ sferycznych czgstek HDL zawierajgcych apo
A-11, bez apo A-1 (HDL A-Il). Ulokowane jest w nich od 5 do
20% catej puli apo A-Il osocza [8],

POWSTAWANIE HDL

Apo A-l jestsyntetyzowana w komérkach watroby ijelita.
Czes¢ apo A-l juz wewnatrz komoérek tworzy prekursorowe
HDL, wiekszo$¢ jest jednak wydzielana w postaci wolnej
apo A-l [9], Czasteczki apo A-l sg uwalniane do krazenia
takze z lipoprotein o bardzo niskiej gestosci (ang. very low
density lipoproteins, VLDL) i chylomikronéw podczas lipoli-
zy katalizowanej przez lipaze lipoproteinowg oraz z dojrza-
tych HDL w trakcie ich przemian w osoczu [3,5]. Wolna apo
A-1 posiada zdolno$¢ do wigzania sie z transporterem ABC
A-l (ang. ATP binding cassette transporter A-1) [10,11], Uru-
chamia to wewngatrzkomaérkowga kaskade sygnatéw prowa-
dzacych do uwolnienia z btony komérkowej fosfolipidéw
i cholesterolu niezestryfikowanego [11]. Molekularny me-
chanizm oddziatywania pomiedzy apo A-Il i transporterem
ABC A-l nie jest jeszcze w petni znany. Wedtug niedawno
zaproponowanego modelu [12] apo A-l powoduje transfor-
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macje ABC A-1 w forme aktywng, zdolng do przemieszcze-
nia fosfolipidow z wewnetrznego do zewnetrznego listka
btony komoérkowej. Koncentracja fosfolipidow sprawia, ze
w zewnetrznym listku btony tworza sie uwypuklenia po-
zbawione biatek. Ulokowane w nich fosfolipidy, a wraz z
nimi takze i cholesterol niezestryfikowany, spontanicznie
taczg sie z apo A-l itworzg prekursorowe HDL, zawierajgce
od 2 do 4 czasteczek apo A-Il. Proces ten okre$la sie mianem
mikrosolubilizacji bton. Reakcja pomiedzy wolng apo A-l i
transporterem ABC A-l jest zatem podstawowym warun-
kiem syntezy prekursorowych HDL. Uwaza sie, ze stezenie
czastek HDL krgzacych we krwi zalezy od aktywnosci ABC
A-l w btonach komérek jelita i watroby. Transportery ABC
A-l znajdujace sie w bionach komdrkowych makrofagow
chronig je przed transformacja w komarki piankowate [12],

PRZEMIANY HDLW OSOCZzZU

Od chwili powstania, HDL ulegajg nieustannym prze-
mianom, ktédrym towarzyszy przemieszczanie sie apo
A-l pomiedzy czastkami tworzgcymi podfrakcje pre-(3 i a
HDL (Ryc. 2) [3,5,13,14]. Pierwsza generacje prekursoro-
wych HDL (pre-(3 1 HDL) tworzg mate struktury o masie
czasteczkowej okoto 61-71 kDa [5]. Ich obecnos¢ indukuje
dalsze uwalnianie fosfolipidéw i cholesterolu z komorek,
ktore w tym wypadku nastepuje przy wspotudziale trans-
portera ABC G-I [15], Powoduje to stopniowy wzrost masy
czasteczkowej pre~|3 HDL do ponad 300 kDa (pre-(3 2 HDL,
pre-p 3 HDL). Krytycznym etapem w tworzeniu dojrza-
tych HDL jest estryfikacja cholesterolu katalizowana przez
LCAT, ktorej aktywatorem jest apo A-l [16], Estry chole-
sterolu przemieszczaja sie do srodka czastek HDL tworzac
hydrofobowy rdzen. Generuje to gradient cholesterolu
niezestryfikowanego pomiedzy powierzchniowg warstwa
HDL a btonami komdérkowymi. Ma on istotne znaczenie dla
wychwytu cholesterolu przez sferyczne czgstki HDL. LCAT
jest takze niezbedna do wiaczania do czastek HDL innych
apolipoprotein (apo A-Il, apo C-l i apo C-11l) [16]. Dojrza-
te HDL réwniez wigczajg w swoj sktad cholesterol z bton
komoérkowych, wspdtdziatajac przy tym z transporterami
ABC G-l [17,18]. Poniewaz a HDL stanowig przewazajga-
cg cze$é puli krazacych HDL, to aktywno$é ABC G-I moze
mie¢ decydujagce znaczenie w regulacji zawartosci choleste-
rolu wewnatrz komdrek, w tym takze w makrofagach. Me-
chanizm dziatania ABC G-I jest nieznany. Istniejg poszlaki
sugerujace, Ze biatko to powoduje przesuniecie cholesterolu
z wnetrza komérki do specyficznych domen btony komar-
kowej, odrebnych od domen tworzonych przez ABC A-I.
Cholesterol ulega tam enzymatycznej oksydacji i jest usu-
wany przez czastki HDL [18].

Cholesterol trafiajagcy do HDL jest estryfikowany przez
LCAT. Estry cholesterolu sg wyprowadzane z HDL do
VLDL i LDL przez biatko przenoszace estry cholestero-
lu (ang. cholesteryl ester transfer protein, CETP), przy czym
jednoczesnie do HDL transportowane sg triacyloglicerole
(TG) z VLDL [19], HDL sa tez zmiataczami fosfolipidéw
uwalnianych podczas lipolizy z chylomikronéw i VLDL.
Fosfolipidy sg transportowane do HDL przez biatko prze-
noszace fosfolipidy (ang. phospholipid transfer protein, PLTP)
[20]. HDL wzbhogacone w ttuszcze maja wieksze rozmiary i
stosunkowo matg gestos¢. Takie czastki sg preferencyjnymi
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Rycina 2. Schemat przemian HDL zachodzacych w osoczu. Oddziatywanie pomiedzy czasteczkami apoli-
poprotein (apo) A-l i transporterem ABC A-l powoduje przekazywanie z btony komérkowej do apo A-l
fosfolipidéw (FL) i cholesterolu niezestryfikowanego (CH). W ten sposdb powstajg mate, dyskowe pre-/ 1
HDL. Akceptujg one kolejne czasteczki FL i CH wspoétdziatajac z transporterami ABC G-I i w ten sposéb
ulegaja przemianie w wieksze pre-(33 HDL. Po estryfikacji cholesterolu, katalizowanej przez acylotransferaze
lecytyna:cholesterol (LCAT), prekursorowe, dyskowe HDL przeksztatcajg sie w dojrzate, sferyczne HDL. One
réwniez oddziatuja z transporterami ABC G-I i wigczaja w swoj sktad CH i FL z btony komérkowej. Biatko
przenoszace estry cholesterolu (CETP) umozliwia transport dwukierunkowy estréw cholesterolu (CHE) i
triacylogliceroli (TG) pomiedzy HDL i LDL oraz VLDL. Biatko przenoszace fosfolipidy (PLTP) posredniczy
w transporcie FL do HDL. Lipaza watrobowa (HL) i lipaza nabtonkowa (EL) katalizujg hydrolize TG i FL w
czastkach HDL. Podczas tych proceséw z dojrzatych HDL uwalniaja sie czasteczki wolnej apo A-l. Moga one
bra¢ udziat w powstawaniu nowych prekursorowych HDL, wbudowywa¢ sie do dojrzatych HDL lub ulega¢
degradacji w nerce. CHE sg przekazywane od HDL do hepatocytéw za posrednictwem watrobowych recep-
toréw zmiatajacych SR-B1. Generuje to resztkowe HDL A-l, ktdre sg katabolizowane w nerkach i resztkowe

HDL A-I/A-11, ktére ulegaja fuzji z czastkami krazacych HDL.

substratami dla lipazy watrobowej (ang. hepatic Jipase, HL) i
lipazy endotelialnej (ang. endothelial lipase, EL), ktore hydro-
lizujg triacyloglicerole i fosfolipidy, redukujac tym samym
rozmiary HDL [21,22]. Procesy zachodzgce podczas prze-
mian HDL w osoczu powodujg uwalnianie z dojrzatych
HDL czasteczek wolnej apo A-l. Moze ona oddziatlywaé
z ABC A-l i bra¢ udziat w generowaniu nowych prekur-
sorowych HDL albo by¢ wigczana ponownie do czastek
dojrzatych HDL [5,12,13]. Krazenie apo A-l pomiedzy pre-
kursorowymi i dojrzatymi formami HDL uwazane jest za
zasadniczy element metabolizmu HDL w osoczu. Istniejg
jednak dowody, ze wolna apo A-l, generowana w wyniku
dziatania lipaz na HDL wzbogacone w triacyloglicerole,
moze by¢ preferencyjnie kierowana na droge katabolizmu,
ktérego gtéwnym miejscem sg komarki kanalikdw proksy-
malnych nerek [23,24],

JAK POWSTAJA CZASTKI HDL A-I/ A-11?

Tworzenie w osoczu czastek HDL A-1/A-Il to jedna z
najwiekszych zagadek w przemianach HDL. Teorie na te-
mat powstawania HDL A-1/A-Il oparte sg w wiekszosci na
obserwacjach, w ktdrych uzywane sa syntetyzowane w wa-
runkach in vitro struktury przypominajace prekursorowe lub
sferyczne HDL, zawierajace apo A-l i/lub apo A-Il. Okresla
sie je jako rekonstytuowane HDL (rHDL). Miejscem syntezy
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apo A-ll jest gtownie watroba. Cata apo
A-11 obecna w osoczu jest zwigzana z li-
poproteinami, gtéwnie z HDL; tylko kil-
lka procent apo A-ll wystepuje w VLDL
i chylomikronach [25], Wskazuje to na
bardzo szybkie wigczanie czasteczek apo
A-1l do lipoprotein. Zdaniem niektérych
badaczy, przynajmniej cze$¢ apo A-Il jest
wydzielana z hepatocytéw jako wolne
biatka, ktére natychmiast wbudowujg
sie do czastek HDL (Ryc. 3, szlak A) [14],
Przypuszczenie to oparte jest na obserwa-
cjach, w ktérych apo A-Il inkubowana z
rHDL A-l biyskawicznie i nieodwracal-
nie wnika do tych czastek, wyrzucajac
z nich apo A-l [26]. Wynika to z bardzo
wysokiego powinowactwa apo A-Il do
fosfolipidoéw, znacznie wyzszego od tego,
ktorym cechuje sie apo A-l. Zdolno$¢ do
wypierania apo A-1z HDL przez apo A-Il
miataby wiec warunkowaé generowanie
HDL A-I/A-1l w osoczu. Taki poglad po-
twierdzajg wyniki badan, ktére wykaza-
ty, ze u ludzi szybkos$¢ syntezy apo A-ll
jest czynnikiem regulujgcym dystrybucje
apo A-lI pomiedzy populacjami HDL A-I
i HDL A-1/A-I1 [27], Tym réwniez ttuma-
czy sie fakt, ze u transgenicznych myszy
z wbudowanym genem apo A-ll czio-
wieka obserwuje sie powstawanie HDL,
w ktorych proporcja apo A-1 do apo A-II
zmniejsza sie rownolegle ze wzrostem
ekspresji genu apo A-Il [28],

apo A Il

Bardzo wysoka hydrofobowos$¢ apo
A-ll sugeruje, Ze nie moze ona wystepo-
wac jako wolne biatko w osoczu, a wiec
natychmiast po wydzieleniu musiataby wigza¢ fosfolipidy
pochodzace z innych lipoprotein lub bton komoérkowych
i tworzy¢ dyskowe HDL A-Il (Ryc. 3, szlak B). Podstawg
takich przypuszczen jest zjawisko spontanicznego powsta-
wania dyskowych komplekséw biatkowo-fosfolipidowo-
cholesterolowych podczas inkubacji apo A-l1l z komérkami
[29], Niewykluczone, ze przytaczanie fosfolipidow do apo
A-1l moze nastepowac z udziatem biatek ABCA-1. W bada-
niach in vitro wykazano, ze wszystkie apolipoproteiny po-
siadajgce w swojej budowie amfipatyczne a-helisy, a wiec
réwniez apo A-Il, apo C-l, apo C-Il, apo C-Ill i apo E, wigza
sie z transporterami ABC A-l. Stwierdzono tez, ze powino-
wactwo apo A-liapo A-l11 do ABC A-I jest podobne ize obie
apolipoproteiny sa w stanie konkurowa¢ o wigzanie z ABC
A-l [30]. Mozliwe jest tez, ze juz wewngatrz hepatocytow
czes¢ produkowanej apo A-l1l wigze sie z niewielka iloscig
fosfolipidéw i jest wydzielana w postaci dyskowych HDL
A-11 (Ryc. 3, szlak C) [13,31],

Dyskowe pre-(3 HDL A-Il nie sg jednak substratem dla
LCAT iw zwigzku z tym nie mogga ulega¢ przeksztatceniu
w sferyczne czastki [29], Powstawanie HDL A-1/ A-lIl musia-
toby wiec nastepowac poprzez fuzje dyskowych HDL A-Il i
jakiej$ subpopulacji czagstek HDL A-l. W warunkach in vitro
spontaniczne #gczenie sie syntetycznych dyskowych rHDL
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Rycina 3. Trzy potencjalne szlaki prowadzace do po-

wstawania HDL A-1/A-Il w osoczu. Szlak A: apo A-11 : :

jest wydzielana z hepatocytéw jako wolne biatko, kt6- Jak ! dySkO'
re natychmiast wbudowuje si¢ do czastek sferycznych wych rHDL A-
HDL A-l wypierajac z nich apo A-l. Szlak B: apo A-ll I, blyskawicz-
jest wydzielana z hepatocytéw jako wolne biatko, ale .
natychmiast wigze fosfolipidy (FL) i cholesterol nie- n_e WbUdOWUJe
zestryfikowany (CH), ktére moga pochodzié z bton sie do HDL A-l

komérkowych lub lipoprotein. W ten spos6b powsta- [34],
ja prekursorowe dyskowe preA HDL A-ll. Szlak C:
hepatocyty wydzielaja prekursorowe dyskowe pre-|3
HDL A-11. Szlak Bi C: we wigczaniu dyskowych HDL
A-ll do sferycznych HDL A-1 biorg udziat czynniki
obecne w osoczu, w tym LCAT.

Nie zna-
my na razie
odpowiedzi na
pytanie, czy
powstawanie
HDL A-l/A-1I
jest wytagcznie rezultatem fizyko-chemicznego oddziatywa-
nia pomiedzy apo A-lIl i HDL A-l (Ryc. 3 szlak A), czy tez
jest to proces tgczenia sie prekursorowych HDL A-ll i doj-
rzatych czastek HDL A-l, zalezny od czynnikéw obecnych
w osoczu do ktdrych nalezy LCAT (Ryc. 3, szlaki Bi C)?

JAKIE ZNACZENIE MA OBECNOSC APO A-1l W HDL?

Stezenia apo A-1l we krwi u ludzi wahajg sie w grani-
cach 30-35 mg/dl [25], Nie wykazano zalezno$ci pomiedzy
stezeniem cholesterolu HDL iapo A-ll. Opisano przypadek
rodzinnego deficytu apo A-Il u dwdch siostr, ktdre jednak
miaty normalne stezenia cholesterolu HDL [35], U wielu
zwierzat (psow, Swin, kur i krélikow) apo A-Il nie wyste-
puje wcale, lub jest obecna jedynie w $ladowych ilosciach.
Zrbéznicowana jest takze sama posta¢ apo A-Il. U ludzi jest
ona homodimerem dwaodch tancuchéw polipeptydowych
zbudowanych z 77 reszt aminokwasowych (m cz 17,2 kDa),
u zwierzat (myszy, szczury, ryby, matpiatki) apo A-1l ma
posta¢ monomeru [25],

Wyniki badar in vitro wskazujg, ze obecnos$¢ apo A-ll
stabilizuje czastki HDL i hamuje procesy przemian HDL. |
tak np. apo A-I tatwo dysocjowuje z rHDL A-l pod wpty-
wem CETP, ale dysocjacja taka nie zachodzi kiedy dziataniu
CETP poddawane sg czastki rHDL A-1/A-11 [36], Wzrost za-
wartosci apo A-Il w HDL hamuje tez powstawanie pre-(3
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HDL podczas transportu fosfolipidéw do HDL zachodza-
cego z udziatem PLTP [37], Tak rozumiang stabilizacje cza-
stek HDL ttumaczy sie tworzeniem pomiedzy apo A-liapo
A-Il wigzan jonowych, ktére zmieniajg konformacje apo
A-l i zmniejszajg mozliwo$¢ uwalniania jej z HDL [36, 38],
Wykazano réwniez, ze obecnos$¢ apo A-1l hamuje transport
estrow cholesterolu pomiedzy LDL i HDL zalezny od CETP
[39]. Zmiany strukturalne zachodzace w czastkach HDL
pod wptywem apo A-ll hamujg takze aktywnos$¢ LCAT i
lipazy watrobowej [38,40], Hamowanie lipolizy katalizowa-
nej przez HL zapobiega redukcji rozmiaréw czastek HDL, a
wiec takze moze by¢ uznane za element stabilizacji HDL w
krazeniu [41],

SR-Bl - RECEPTORY ZAANGAZOWANE W
WATROBOWY WYCHWYT CHOLESTEROLU Z HDL

Istotg transportu zwrotnego jest przekazanie przez
HDL nadmiaru cholesterolu z komoérek do hepatocytow
(Ryc. 2). Wychwyt cholesterolu w watrobie zachodzi z
udziatem receptordw zmiatajacych klasy Bl (ang. scaven-
ger receptors Bl, SR-BI) [42]. Polega on na selektywnym
pobieraniu z HDL estrow cholesterolu (CHE), ktére sg
nastepnie preferencyjnie kierowane na droge syntezy
kwasow zotciowych. Czastki lipoproteinowe nie ulegajg
przy tym endocytozie i lizosomalnej degradacji, jak ma to
miejsce w przypadku transportu cholesterolu do komo-
rek przez LDL. SR-BI to powierzchniowe glikoproteiny
(o masie czasteczkowej 82 kDa) wystepujagce w domenach
komorkowych bogatych w sfingolipidy i cholesterol,
zwanych tratwami lipidowymi. Najwiecej receptorow
SR-BI znajduje sie w watrobie oraz w komérkach produ-
kujacych hormony sterydowe. SR-Bl majg posta¢ duzych
zewnatrzkomorkowych petli zakotwiczonych w btonie
za pomoca dwoch domen transbtonowych zakofAczonych
krotkimi N- i C-koncowymi domenami wewngtrzkomar-
kowymi. Okreslenie receptory zmiatajagce oznacza, ze sg
to receptory zdolne do wigzania zmodyfikowanych che-
micznie lipoprotein oraz szeregu innych polianionowych
ligandow (np. zmodyfikowanych biatek, polinukleoty-
dow, siarczanéw polisacharydéw). SR-BI zdolne sg tak-
ze do wigzania lipoprotein (HDL, LDL, VLDL), wolnych
apolipoprotein oraz rekonstytuowanych HDL zawierajg-
cych rozne apolipoproteiny. Na zewnatrzkomérkowych
petlach receptoréw SR-BIl znajduje sie wiele miejsc wig-
zacych specyficznie rézne ligandy. W procesie selektyw-
nego wychwytu CHE rozpoznawanym elementem sg naj-
prawdopodobniej amfipatyczne helisy apolipoprotein.
Doktadny mechanizm przekazywania CHE od HDL do
SR-BI nie jest znany. Uwaza sie, ze jest to dwuetapowy
proces, w ktorym najpierw HDL sg wigzane przez recep-
tory SR-BI, a nastepnie estry cholesterolu wraz z pewng
iloscig fosfolipidéw i cholesterolu niezestryfikowanego
sq przenoszone z czastek lipoprotein do btony komérko-
wej. Funkcja receptoréw SR-BIl ma polegaé¢ na tworzeniu
w btonie komdrkowej hydrofobowego tunelu, przez kté-
ry lipidy sg transportowane w kierunku przeciwnym do
gradientu ich stezenia. Co ciekawe, kiedy ten gradient
ulega odwréceniu, wéwczas SR-BI sg zdolne do posSred-
niczenia w przekazywaniu cholesterolu z btony do HDL
(np. w makrofagach).
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Najprawdopodobniej najlepszymi substratami dla SR-BI
sq duze czastki HDL bogate w estry cholesterolu, o stosun-
kowo niskiej gestosci [43], Czy zréznicowanie HDL pod
wzgledem zawarto$ci apo A-l i apo A-1l wptywa na prze-
bieg wychwytu CHE przez receptory SR-BI? Takze i na to
pytanie w obecnej chwili nie mozna udzieli¢ odpowiedzi.
Zaréwno HDL A-I, jak i HDL A-I/A-Il wyizolowane z o0so-
cza krwi cztowieka przekazujag CHE do hepatocytéw za po-
Srednictwem receptoréw SR-BI, chociaz efektywnos$¢ tego
procesu wydaje sie by¢ wyzsza w przypadku HDL A-1 [44],
Wplyw obecnosci apo A-1l na oddziatywanie pomiedzy
HDL i SR-IB moze zaleze¢ od lokalizacji receptoréow. Wyka-
zano na przyktad, ze wzrost zawartosci apo A-Il zwieksza
powinowactwo HDL do receptoréw SR-BI znajdujacych sie
w komoérkach ludzkich nadnerczy (dziatanie agonistyczne
w stosunku do apo A-1) hamujac jednoczesnie transport es-
trow cholesterolu do komorek (dziatanie antagonistyczne w
stosunku do apo A-1) [45]. Natomiast w wypadku recepto-
row SR-BI znajdujacych sie w komoérkach jajnika, apo A-ll
obniza powinowactwo rHDLA-I/A-1l1 do SR-BI ale pobu-
dza transport CHE do komoérek [46].

Kolejne pytanie dotyczy loséw HDL po reakcji z recep-
torami SR-BI. Nie wiadomo, jaki sygnat uwalnia HDL od
receptoréw. Oddziatywanie pomiedzy HDL a SR-BI nie
generuje czastek pre-(3 HDL, co jest charakterystyczne dla
przemian HDL w osoczu, ale prowadzi do powstania tak
zwanych resztkowych HDL [47] (Ryc. 2). Stanowia one
zbiér niejednorodnych czastek, o réznej wielkosci, gestosci
i zawartosci apolipoprotein. Wedtug niedawno przedsta-
wionego modelu selektywny wychwyt estréw cholesterolu
powoduje odrywanie sie od HDL matych, gestych, sferycz-
nych czastek, zawierajacych tylko apo A-I, ktére sg szybko
wychwytywane przez watrobe (byé moze w wyniku ak-
tywnosci specyficznych receptoréw) lub degradowane w
nerce. Pozostate resztkowe HDL majg wieksze rozmiary i
sg stosunkowo bogate w apo A-Il, co czyni je bardziej stabil-
nymi. Ulegaja one szybkiej fuzji z krazagcymi HDL [47], W
tym wypadku obecno$¢ apo A-ll stanowitaby wiec czynnik
zapobiegajacy utracie resztkowych HDL.

CZY ZROZNICOWANIE HDL POD WZGLEDEM
ZAWARTOSCI_ARO A-1 T APO A-11 WPLYWA NA
PRZECIWMIAZDZY COWE WLASCIWOSCI HDL?

Wielu badaczy uwaza, ze apo A-Il, w przeciwienstwie do
apo A-l, moze odgrywac role promiazdzycowg i prozapal-
ng. Poglady te oparte sg w duzym stopniu na wynikach ba-
dan nad transgenicznymi myszami z wbudowanym genem
ludzkiej apo A-Il. Samo tylko zastgpienie w czastkach HDL
biatka zwierzecego przez jego ludzki odpowiednik, przy za-
chowaniu stezen zardwno HDL-cholesterolu, jak i apo A-II
w zakresie wartosci prawidtowych, powoduje kilkukrotny
wzrost podatnosci myszy na rozw6j zmian miazdzycowych
indukowanych dietg [48]. Nadekspresji genu kodujacego
ludzka izoforme apo A-Il u myszy towarzyszy obnizenie
poziomu HDL-cholesterolu [49] i zmniejszenie aktywnosci
paraoksonazy 1 [50]. Zmiany te sg rezultatem wypierania
apo A-1 i PON 1 z czastek HDL przez nadmiar apo A-ll
[26,27,50], Takie HDL nie tylko tracg swoj antyoksydacyjny
potencjat, ale wrecz stymulujg oksydacje LDL i pobudzajg
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procesy zapalne [51], Myszy zwbudowanymi genami ludz-
kich apo A-l i apo A-Il cechuje 15-krotnie wieksza podat-
no$¢ na miazdzyce niz myszy z wbudowanym genem samej
tylko apo A-l, co wskazuje, ze apo A-ll moze uposledzaé
procesy transportu zwrotnego cholesterolu [52], U transge-
nicznych myszy czastki HDL, w ktdrych dominuje apo A-I,
sgq znacznie bardziej efektywne zaré6wno w odbieraniu cho-
lesterolu z komorek, jak i w jego estryfikacji, a przeksztat-
canie sie pre-(3 HDL w czastki dojrzatych HDL nastepuje
szybciej [53], Mozna to ttumaczy¢ hamujacym wpitywem
apo A-Il na aktywnos$¢ LCAT.

Przedstawione powyzej dane wskazujg, ze apo A-l1l moze
odgrywac role antagonistyczng w stosunku do apo A-l iw
zwigzku z tym podfrakcja HDL A-l moze mie¢ wieksze
oddziatywanie przeciwmiazdzycowe niz podfrakcja HDL
A-1/A-1l. Nalezy jednakze odnies$¢ sie do wynikéw tych do-
Swiadczen z pewng rezerwga. Przynajmniej czeSciowo moga
by¢ one skutkiem rdéznic gatunkowych w zakresie budowy i
funkcji apo A-Il. Poza tym, ze mysia apo A-1l wystepuje wy-
tacznie w postaci monomeru, jej sekwencja aminokwasowa
rézni sie od ludzkiej w okoto 40% [25]. U myszy zaleznosci
pomiedzy iloscig apo A-Il i stezeniem HDL sg zupetnie inne
niz u ludzi. Pozbawienie tych zwierzat genu apo A-ll pro-
wadzi do redukcji poziomu HDL o ponad potowe [54], a na-
dekspresja tego genu powoduje wzrost stezenia HDL [55].
Pomimo niewatpliwie ujemnego wptywu ludzkiej apo A-IlI
na profil lipoprotein u transgenicznych myszy, istniejg do-
wody, ze moze bra¢ ona udziat w wychwycie cholesterolu
z mysich makrofagéw [56,57]. Kontrowersje budzg réwniez
wyniki eksperymentéw, w ktérych badano wyizolowane
z ludzkiej surowicy podfrakcje HDL A-l1 i HDL A-1/A-I11.
Niektore z doSwiadczen potwierdzajg, ze czastki HDL A-I
cechuje wieksza niz czastki HDL A-1/A-I11 zdolno$é do wy-
chwytywania cholesterolu z bton komdrkowych i jego es-
tryfikacji [58], ale przedstawiono tez doniesienia negujgce
istnienie takich réznic [59], Opublikowane ostatnio wyniki
badan epidemiologicznych nie tylko nie wykazuja zwigz-
ku pomiedzy zachorowalnoscig na niedokrwienna choroba
serca a stezeniami podfrakcji HDL A-l oraz HDL A-l/A-
Il [2,60], ale wrecz wskazuja, ze stezenie apo A-ll stanowi
ujemny czynnik ryzyka NChS [61,62],

REGULACJA METABOLIZMU LIPOPROTEIN
TRANSPORTUJACYCH TRIACYLOGLICEROLE
- NOWA ROLA APO A-lI?

Promiazdzycowe wiasciwosci apo A-1l moga by¢ zwig-
zane z udziatem tej apolipoproteiny w hamowaniu katabo-
lizmu lipoprotein transportujacych triacyloglicerole. Nad-
produkcja apo A-Il u myszy prowadzi do wzrostu stezenia
VLDL iwolnych kwaséw ttuszczowych, otytosci i insulino-
opornosci [63], Takze podanie apo A-Il do krgzenia krélika
powoduje bardzo szybki wzrost poziomu TG [35], bedacy
najprawdopodobniej rezultatem hamowania przez apo A-
Il aktywnos¢ lipazy lipoproteinowej i lipazy watrobowej
[38,63-66], Obnizone tempo katabolizmu chylomikrondw
i VLDL prowadzi do zmniejszenia podazy fosfolipidow i
cholesterolu niezestryfikowanego do czastek HDL iw kon-
sekwencji obniza stezenie HDL. Hipoteze o istnieniu zwigz-
ku pomiedzy apo A-1l i wysokim stezeniem VLDL potwier-
dza wyzsza zawarto$¢ apo A-Il w czgstkach HDL u osdb
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zrodzinng ztozong hiperlipidemia [66]. Wedtug niektérych
badaczy [65], zadaniem apo A-Il jest regulacja metabolizmu
lipoprotein transportujacych triacyloglicerole, a czastki
HDL sa rezerwuarem apo A-ll, ktdra przemieszcza sie do
VLDL ichylomikronéw podobnie jak apolipoproteiny C.

CZY APO A-1l MOZE KRAZYC
POMIEDZY LIPOPROTEINAMI?

Nie przedstawiono dotychczas jednoznacznych dowo-
déw na to, ze apo A-ll moze opuszczaé czastki HDL, po-
mimo istotnych zmian strukturalnych jakie towarzyszg ich
przemianom w osoczu. Z drugiej strony juz do$¢ dawno
temu zaobserwowano przemieszczanie sie matych ilosci
apo A-ll z HDL do lipoprotein transportujgcych triacylogli-
cerole, podczas lipolizy katalizowanej przez lipaze lipopro-
teinowg [67], a ostatnio wykazano nawet zdoIno$¢ do spon-
tanicznego przechodzenia A-I1 zHDL do VLDL in vitro [65].
Wedtug Rye i wsp. [13], w trakcie proceséw przemian HDL
w osoczu, apo A-Il moze oddziela¢ sie od czastek HDL, ale
jako bardzo hydrofobowe biatko biyskawicznie wigze sie
ponownie z lipoproteinami. Mato prawdopodobna wydaje
sie jednak dysocjacja czasteczek apo A-11 od HDL. Bardziej
realne jest odrywanie sie apo A-Il zwiagzanej z pewng ilo-
Scig fosfolipidéw. Taka mozliwos$¢ potwierdzity nasze ba-
dania nad przemianami HDL zachodzgcymi pod wptywem
fosfolipidow [68], WykazaliSmy, ze wzrostowi zawartosci
fosfolipidow w HDL towarzyszy powstawanie dwéch od-
rebnych populacji czastek lipoproteinowych wedrujacych z
ruchliwoscia pre-(3w zelu agarozowym, zawierajacych albo
apo A-l, albo apo A-Il. Ruchliwo$¢ pre-p i brak estrow cho-
lesterolu pozwalajg na przypuszczenie, ze sg to struktury
majace dyskowy ksztatt. Wiekszo$¢ czastek zwierajacych
apo A-ll miata srednice typowe dla matych biatkowo-fos-
folipidowo-cholesterolowych komplekséw powstajacych
podczas inkubacji apo A-ll z komdrkami [29], Gdyby w
warunkach fizjologicznych apo A-l1l znajdujgca sie w doj-
rzatych, sferycznych HDL byta zdolna do tworzenia czagstek
podobnych do prekursorowych, dyskowych HDL zawiera-
jacych apo A-l, mogtoby to mie¢ istotny wptyw na metabo-
lizm lipoprotein. Prekursorowe HDL A-Il mogtyby oddzia-
tywac z transporterem ABC A-l i braé¢ udziat w odbieraniu
cholesterolu z komoérek [30,56,57]. Mogtyby whudowywa¢
sie w czastki HDL A-l i bra¢ udziat w tworzeniu nowych
generacji HDL A-I/A-11 [26,27,34] lub wigzac sie z czastka-
mi VLDL i LDL i hamowac¢ procesy lipolizy [25,35,65,67,69].
Generowanie matych dyskowych HDL A-lIl mogtoby tez
poprzedzaé katabolizm apo A-Il w nerce [70],

Krazenie apo A-l1 pomiedzy prekursorowymi i dojrzatymi
formami HDL jest obecnie uwazane za podstawowy czyn-
nik warunkujacy zwrotny transport cholesterolu [5,13,14].
Natomiast wiedza na temat udziatu apo A-ll w przemia-
nach HDL w osoczu jest wciaz bardzo skapa. Wyniki ostat-
nio prowadzonych badan epidemiologicznych, wskazujace
na potencjalne dziatanie przeciwmiazdzycowe apo A-ll, po-
twierdzajg koniecznos$¢ dalszych badan nad rolg apo A-1l w
transporcie zwrotnym cholesterolu.
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The role of apolipoproteins A-1 and A-11 in plasma HDL remodeling
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ABSTRACT

Apolipoprotein (apo) A-1 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-lI 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-l1, nevertheless, it is present only in about half of the HDL particles in plasma. The
mechanism mediating the formation of HDL containing apo A-l1 and apo A-Il is unknown. The role of apo A-I1 in reverse cholesterol transport
generates controversy. Different observations indicate either proatherogenic or proinflammatory properties of apo A-11. Also the participation
of apo A-11 in plasma HDL remodeling remains unclear. Apo A-ll 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-l1 and apo A-Il in plasma HDL
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emodeling.
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Zmiany rownowagi redukcyjno-
oksydacynej u ciezarnych przezuwaczy

STRESZCZENIE

roduktem ubocznym przemian tlenu w organizmie sa reaktywne formy tego pierwiastka
Pi ich pochodne. Reaktywne formy tlenu (RFT), a zwtaszcza wolne rodniki tlenowe (WRT)
charakteryzujg sie duzg aktywnoscig chemiczng. Bardzo tatwo moga wchodzi¢ w reakcje z
komérkowymi makroczagsteczkami (lipidami, biatkami i DNA), prowadzac do zmian ich
struktury i funkcji, a w konsekwencji nawet do $mierci komérek i uszkodzeh tkanek. W
obronie przed RFT, organizmy wyksztatcity wielostopniowy system antyoksydacyjny, z wie-
loma wzajemnie uzupetniajacymi sie elementami. System ten tworzg enzymy, biatka wiazg-
ce jony metali przejSciowych oraz przeciwutleniacze drobnoczasteczkowe. Konsekwencja
zaburzenia réwnowagi miedzy wytwarzaniem RFT a sprawnoscia uktadu antyoksydacyjne-
go jest stres oksydacyjny. Stanem fizjologicznym, w ktérym dochodzi do znacznego wzrostu
wytwarania reaktywnych form tlenu jest cigza, a zwtaszcza jej ostatni trymestr oraz poczat-
kowy okres laktacji. W pracy przedstawiono zmiany catkowitego statusu antyoksydacyjnego
(TAS) osocza krwi i jego wybranych sktadowych u domowych mlecznych przezuwaczy.
Dane literaturowe dowodza jednoznacznie, ze w okresie pdznej ciazy i wczesnej laktacji
obcigzenie czynnosSciowe mechanizmoéw kontroli réwnowagi prooksydanty/antyoksydanty
znacznie wzrasta.

WPROWADZENIE

Powstawanie reaktywnych form tlenu, RFT (ang. reactive oxygen species), a
wsrdd nich wolnych rodnikéw tlenowych, WRT (ang. free oxygen radicals), jest
naturalng konsekwencjg metabolizmu tlenowego. Sg to czasteczki o duzej ak-
tywnosci chemicznej i w warunkach fizjologicznych sg wrecz konieczne dla
prawidtowego przebiegu wielu proceséw zyciowych, m.in. biosyntezy kwasow
nukleinowych i niektérych hormonow tkankowych, regulacji wzrostu i ré6znico-
wania komérek, sygnalizacji miedzy- i wewnatrzkomdrkowej oraz obrony orga-
nizmu przed patogenami [1,2]. Toksyczne dziatanie RFT objawia sie w warun-
kach zaburzenej rownowagi miedzy ich wytwarzaniem, a sprawnoscig uktadu
antyoksydacyjnego [1,3,4]. RFT z powodu swej wysokiej aktywnosci chemicznej
bardzo tatwo reagujg z makroczgsteczkami komérkowymi: lipidami, biatkami
i DNA. Nastepstwami tych reakcji mogg by¢ uszkodzenia btony komérkowej,
zaburzenia aktywnosci biatek (w tym enzyméw) oraz mutacje genetyczne, a w
konsekwencji zaburzenia czynnosci i Smier¢ komérek na drodze apoptozy [5-

8-
GLOWNE ZRODtA REAKTYWNYCH FORM TLENU

Reaktywne formy tlenu w organizmie mogga pochodzi¢ ze Zrédet endogennych
i egzogennych. Gtéwnymi endogennymi zrodtami RFT s przede wszystkim mi-
tochondrialny taficuch oddechowy, peroksysomy, kompleks enzymatyczny w bito-
nie komorkowej (oksydaza NADPH) oraz fagocytoza prowadzona przez mikro- i
makrofagi [9,10], Podczas oksydacyjnej fosforylacji zachodzacej w mitochondriach,
tlen ulega stopniowej czteroelektronowej redukcji do wody. Przeptyw elektronéw
przez sktadowe mitochondrialnego tancucha oddechowego nie jest jednak szczel-
ny. Okoto 2-5% elektronéw moze opusci¢ tancuch oddechowy wchodzac w jed-
noelektronowe, nieenzymatyczne reakcje z tlenem [11,12], W wyniku przytgcze-
nia jednego elektronu do czasteczki tlenu powstaje anionorodnik ponadtlenkowy
(0™2. Przytaczenie drugiego elektronu powoduje powstanie nadtlenku wodoru
(H22, a kolejnego rodnika hydroksylowego (OH). Rodnik hydroksylowy po
przytaczeniu czwartego elektronu przeksztatca sie w czgsteczke wody (H"O) (Ryc.
1) [8,12,13]. Gtéwnym Zzrodtem nadtlenku wodoru w komérce, tworzonego m.in.
przez oksydazy uczestniczace w (3-oksydacji kwaséw ttuszczowych, sg peroksy-
somy. Wytwarzany jest w nich takze anionorodnik ponadtlenkowy, generowany
przez oksydaze ksantynowg i btonowy tancuch transportu elektronow [1,14,15].
W btonie komérkowej fagocytdw zlokalizowana jest oksydaza NADPH. Ma ona
zdolnos¢ redukowania tlenu czasteczkowego do anionorodnika ponadtlenkowe-
go, przeksztatcanego nastepnie w nadtlenek wodoru, tatwo przechodzacy przez
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Rycina 1. Schemat tworzenia RFT w taicuchu mitochondrialnym. O, —tlen; 0 '2
—anionorodnik ponadtlenkowy; HD 2 —nadtlenek wodoru; 'OH —rodnik hy-
droksylowy.

btony komérkowe i wykorzystywany do walki z patogenami
[16]. Zuzycie tlenu przez fagocyty spoczynkowe jest niewiel-
kie, jednakze wzrasta gwattownie po pochtonieciu drobno-
ustrojow (i innych patogendéw pochodzenia zewnetrznego
lub wewnetrznego), co nazywane jest ,wybuchem oddecho-
wym" (ang. respiratory burst). Na skutek wzrostu przemian
glukozy w cyklu pentozowym powstajg nadtlenek wodoru,
anionorodnik ponadtlenkowy oraz pewne ilosci tlenku azotu
majace dziatanie bakteriobdjcze. Te reaktywne formy tlenu
nie tylko niszcza patogeny, ale generowane w duzej ilosci
mogg uszkadza¢ komérki otaczajacych tkanek [9,15,17].

Najbardziej reaktywnym iniebezpiecznym wolnym rod-
nikiem tlenowym jest rodnik hydroksylowy, bardzo silny
utleniacz jednoelektronowy, reagujacy natychmiast z wie-
loma substancjami organicznymi [18]. Gtdwnym jego Zzro-
dtem w organizmie jest reakcja Fentona:

Fez+ HD 2 Fe3t+ *OH + OH-

Katalizatorami tej reakcji moga by¢ nie tylko jony zelaza,
ale zachodzi ona réwniez przy udziale jondw miedzi (Cu+
Cu2,a takze innych metali przejsciowych (Co, Mn, Cr) [19-
21], Drugim waznym Zzrddtem rodnikéw hydroksylowych
jest reakcja Habera-Weissa [22]:

HD2+0 %2 ‘OH+O0OH +02

SYSTEMY ANTYOKSYDACYJNE

W odpowiedzi na powstawanie reaktywnych form tlenu i
w obronie przed ich wptywem, organizmy wyksztatcity zto-
zony trojstopniowy system antyoksydacyjny: 1) pierwsza li-
nia obrony —prewencja —niedopuszczenie do reakcji RFT
ze zwigzkami biologicznie czynnymi; 2) druga linia obrony
—interwencja — przerwanie (zakonczenie) tafcucha reak-
cji wolnorodnikowych; 3) trzecia linia obrony — eliminacja
i/lub naprawa skutkdw reakcji RFT z czasteczkami biolo-
gicznymi [1], System antyoksydacyjny obecny jest zar6wno
w komorkach, jak iw przestrzeniach zewnatrzkomorko-

Tabela 1. Gtéwne sktadowe systemu antyoksydacyjnego i ich lokalizacja.

wych. Ze wzgledu na mechanizm dziatania, sktadowe tego
systemu dzieli sie na enzymatyczne inieenzymatyczne, a ze
wzgledu na pochodzenie na endogenne i egzogenne (Tabe-

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

Enzymatyczng bariere antyoksydacyjng tworzg wyspecja-
lizowane enzymy tzw. triady enzymatycznej, tj. dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) iperoksydaza gluta-
tionowa (GSH-Px) (Ryc. 2) [25,26], Dysmutaza ponadtlenko-
wa wystepuje u ssakow w postaci trzech izoenzymoéw: Cu-
,ZnSOD (SOD-1), MnSOD (SOD-2), EC-SOD (ang. extracellular
SOD). Pierwszy zlokalizowany jest w jadrze komarki i w cyto-
plazmie, drugi gtéwnie w macierzy mitochondrialnej, a trzeci
na powierzchni komérek w tkankach oraz w ptynie zewnatrz-
komorkowym. SOD katalizuje reakcje dysmutaqi, przeksztat-
cajac anionorodnik ponadtlenkowy do nadtlenku wodoru.
Katalaza zlokalizowana jest gtdwnie w peroksysomach, gdzie
uczestniczy w unieczynnieniu nadtlenku wodoru. Przeksztat-
ca ona HD 2do tlenu czasteczkowego i wody, bez wytwarza-
nia wolnych rodnikéw. Odgrywa szczegélng role w metabo-
lizmie erytrocytow, ktore sg wystawione na dziatanie duzych
stezen tlenu [27], Peroksydaza glutationowa znajduje sie w
mitochondriach i w cytoplazmie komoérek. Uczestniczy w
przemianie nadtlenku wodoru do wody, kosztem utleniania
innego zredukowanego substratu, np. kwasu askorbinowego
lub glutationu. Katalizuje redukcje nadtlenkow lipidowych za-
pobiegajac peroksydacji btonowych lipidéw [1,28].

Biatkowymi antyoksydantami o dziataniu nieenzyma-
tycznym sg biatka wigzace (i transportujgce) jony metali
przejsciowych, uniemozliwiajagc w ten spos6b zajscie reakcji
Fentona i Habera-Weissa, a wiec generowanie bardzo reak-
tywnego rodnika hydroksylowego [22], Gtowna rola w tym
zakresie przypada biatkom obecnym w komorkach, m.in.
ferrytynie imetalotioneinom, oraz biatkom osocza krwi
transferrynie, ceruloplazminie i albuminom [23],

WS$rdd substancji drobnoczasteczkowych kluczowg role
odgrywajg glutation, kwas moczowy, witaminy A, EiC oraz
[3-karoten. Glutation wystepuje we wszystkich komaérkach,
zarébwno organizmow prokariotycznych, jak ieukariotycz-
nych. Jego gtéwnag rolg jest utrzymywanie grup sulfhydry-
lowych biatek (-SH) w stanie zredukowanym. Glutation
redukuje reaktywne formy tlenu, regeneruje inne drobno-
czasteczkowe antyoksydanty, uczestniczy w naprawie czga-
steczek biatek, kwaséw nukleinowych i lipidéw uszkodzo-
nych w procesach wolnorodnikowych [29,30]. Witamina A
moze wychwytywaé rodniki peroksylowe oraz reagowac z

Lokalizacja

wewnatrzkomoérkowa

pozakomorkowa

Mechanizm dziatania

Enzymatyczny nieenzymatyczny enzymatyczny nieenzymatyczny
Cu,Zn-SOD metaloproteiny substancje EC-SOD metaloproteiny substancje
CAT drobnoczasteczkowe drobnoczasteczkowe
GSH-Px ferrytyna glutation transferryna kwas moczowy
metalotioneiny kwas moczowy ceruloplazmina bilirubina
witaminy C, Ei A albuminy witaminy C, Ei A
P-karoten P-karoten

Objasnienia: SOD —dysmutaza ponadtlenkowa; CAT —katalaza; GSH-Px —peroksydaza glutationowa.
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Rycina 2. Usuwanie reaktywnych form tlenu z udziatem 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 sg zwigzka-
mi o silniejszych witasciwosciach antyoksydacyjnych. Ka-
rotenoidy (zwtaszcza (3-karoten) sg silnymi wygaszaczami
tlenu singletowego i hamujg peroksydacje lipidéw [31-33].
Najsilniejszym antyoksydantem obecnym w blonach ko-
morkowych i lipoproteinach osocza krwi jest witamina E,
inhibitor tancuchowych reakcji utleniania wielonienasyco-
nych kwasow ttuszczowych [33], Tokoferole reagujg z gene-
rowanymi w dwuwarstwie lipidowej rodnikami ponadtlen-
kowymi i hydroksylowymi, wytwarzajagc mato reaktywne i
stabilne rodniki tokoferylowe. Rodniki te ulegajg redukcji
do tokoferolu w reakcji zwitaming C i glutationem [4,31,32].
Witamina C (kwas askorbinowy) to jeden z gtdwnych an-
tyoksydantéw hydrofilowych znajdujacy sie w przestrzeni
zarébwno wewnatrz-, jak i pozakomorkowej [32,33], Wyste-
pujac w formach zredukowanej (kwas askorbinowy) i utle-
nionej (kwas dehydroaskorbinowy), petni wazng funkcje w
utrzymaniu odpowiedniego potencjatu osydo-redukcyjne-
go, a przede wszystkim w neutralizacji reaktywnych form
tlenu i azotu powstajacych w toku komorkowych przemian
metabolicznych [4,34], Kwas moczowy, a w zasadzie anion
moczanowy, jest antyoksydantem dziatajgcym w komorce i
pozakomorkowo. Reaguje on z utleniaczami, a takze wigze
jony zelaza. Wykazuje duzg reaktywnos$¢ zwtaszcza wobec
produkowanego przez zaktywowane fagocyty podchlory-
nu. Obecny jest w duzych stezeniach w tkankach i komor-
kach narazonych na duze stezenia oksydantow [1,35].

CIAZA | STRES OKSYDACYJNY

Terminem ,stres oksydacyjny" okre$la sie zaburzenie
rébwnowagi miedzy produkcja reaktywnych form tlenu,
a zdolnosciag mechanizmdw antyoksydacyjnych do ich
unieszkodliwiania. Moze by¢ on wynikiem wzrostu gene-
rowania RFT lub/i ostabieniem obrony antyoksydacyjnej
[25,36-41], W czasie cigzy w organizmie matki nastepuja
liczne dynamiczne zmiany adaptacyjne (anatomiczne, fi-
zjologiczne i metaboliczne) [42,43]. Zmiany te, jak uwaza
wielu autoréw, sprzyjajg jednak takze procesom wytwarza-
nia RFT (zwilaszcza w drugiej potowie cigzy) [44]. Skiada
sie na to Kilka zasadniczych przyczyn. Najwazniejsze z nich
to wzrost podstawowej przemiany materii i ,konsumpcji"
tlenu oraz ,przestawienie" wiekszosci tkanek pozatozysko-
wych matki na wykorzystywanie kwaséw ttuszczowych
jako podstawowego zrodta energii [2,45], Ostatni trymestr
cigzy to okres zmniejszania wrazliwosci tkanek docelowych
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na dziatanie insuliny (insulinoopornosc¢), katabolizmu tkan-
ki tthuszczowej i uwalniania z adypocytéw WKT (wolnych
kwaséw ttuszczowych) [2]. W procesie ich [3-oksydacji po-
wstaje duza ilos¢ nadtlenku wodoru [46].

Jednym z gtéwnych Zrodet prooksydantow jest tozysko
[47]. Wraz z postepem cigzy nastepuje wzrost jego rozmia-
réw i unaczynienia. Wzrost rozmiardw tozyska bogatego
w mitochondria powoduje, ze staje sie ono ,,fabryka" RFT.
Wytwarzany w duzej ilosci anionorodnik ponadtlenkowy
jest Zrodtem tworzenia kolejnych aktywnych form tlenu, tj.
nadtlenku wodoru irodnika hydroksylowego [39]. Wzrost
wytwarzania RFT nasila si¢ wraz z rozwojem cigzy [44,48],
zwitaszcza mnogiej (wieksza masa tozyska) [49], Lozysko
jest takze miejscem lokalnej syntezy tlenku azotu. W orga-
nie tym sg obecne duze ilosci makrofagow, produkujgcych
w obecnos$ci jondw metali przejSciowych tlenek azotu (NO)
iinne formy RFT [25,39,44]. W czasie cigzy ukiad odporno-
Sciowy samicy jest ostabiony, co jest powodem czestszych
stanéw zapalnych, prowadzgcych do aktywacji makro i mi-
krofagow, ktore zwalczajac patogeny produkujg duze ilo-
sci reaktywnych form tlenu [39,44,50]. Zwieksza sie obrot
metaboliczny zelaza [51,52], Wzrasta erytropoeza, skraca
sie czas zycia erytrocytéw, nasila si¢ dostawa tego mikro-
elementu do rozwijajgcego sie ptodu [53,54], Zwieksza sie
wiec dostepno$¢é wolnego zelaza, a tym samym mozliwos$é
katalizowania reakcji Fentona i wzrostu generowania bar-
dzo reaktywnych rodnikéw hydroksylowych [25,55].

Liczne badania dowodzg bezwzglednie, ze nadmierna
produkcja RFT (stres oksydacyjny) ma bardzo niekorzystny
wptyw na przebieg cigzy, zdrowie samicy i rozwo6j ptodu
(ptodow). Jest przyczyna m.in. zamierania zarodkow iich
resorpcji, poronienA, przedwczesnych porodéw, wydawania
na $wiat potomstwa o niskiej masie urodzeniowej, z wadami
rozwojowymi narzagdow i uktaddéw, ostabiong odpornoscia
itempem pourodzeniowych zmian adaptacyjnych [4,30,41].
Podstawowg przyczyng tych zaburzen jest niewystarczajgce
zaopatrzenie ptodu w substancje odzywecze itlen spowodo-
wane niedorozwojem inieprawidtowg czynnoscia tozyska,
w nastepstwie uszkodzenia lipidow, biatek i DNA jego ko-
morek [56-58],

CIAZA | OBRONA ANTYOKSYDACYJINA

System obrony antyoksydacyjnej jest wielosktadnikowy. W
obrebie kazdej z trzech grup antyoksydantéw: enzymatycz-
nych, nieenzymatycznych biatkowych idrobnoczgsteczko-
wych wchodzi wiele sktadnikéw [1], Wykonanie pomiarow
kazdego z nich jest trudne do zrealizowania. Nasilenie stresu
oksydacyjnego istopien aktywacji obrony antyoksydacyjnej
poszczegdlnych elementéw sg zmienne i zalezg w znacznym
stopniu od tkanki, narzagdu i uktadu. Mogg zmienia¢ sie takze
w obrebie tego samego organu, np. w zalezno$ci od wystepu-
jacej danej czesci izoformy enzymu antyoksydacyjnego, czego
dobrym przykiadem jest tozysko i dysmutaza ponadtlenko-
wa. Dysmutazy cynkowo-miedziowa (SOD-1) i manganowa
(SOD-2) wykazuja w tozysku rézng lokalizacje i zdaja sie pet-
ni¢ odmienne funkcje. SOD-1 jest zlokalizowana gtéwnie w
tkance zrebu kosmkéw, gdzie petni funkcje ochronna przeciw
anionorodnikowi ponadtlenkowemu wytwarzanemu przez
makrofagi ptodowe ipochodzagcemu z innych zrédet. SOD-2
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natomiast, zlokalizowana jest gtéwnie w $rddbtonku naczy-
niowym, gdzie odgrywa role wymiatacza anionorodnika po-
nadtlenkowego i wptywa na okres péttrwania tlenku azotu
i stopien rozkurczu naczyn krwionosnych. Obydwie formy
SOD obecne sg w syncytiotrofoblascie, jednak w ilosci niepo-
rownywalnie mniejszej niz w srédbtonku naczyniowym i zre-
bie kosmkéw [10]. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej,
mierzona w homogenatach catego tozyska, wzrasta wraz z
przebiegiem cigzy, zaréwno fizjologicznej, jak i patologicznej.
Ogédlnie przejawia sie to zmniejszeniem peroksydacji lipidow.
W zaleznosci jednak od zmian objetosci kosmkow, powierzch-
ni trofoblastu istopnia unaczynienia tozyska, moze zmienia¢
sie aktywnos¢ jednej lub drugiej izoformy. Tak wiec pomiary
ogolnej aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w homoge-
natach catego tozyska nie pozwalajg na ocene prawidtowosci
jego rozwoju i przebiegu cigzy [59],

Ocena statusu antyoksydacyjnego in vivo, na podstawie
pomiaréw wszystkich komponentow obrony antyoksydacyj-
nej, jest obecnie niemozliwa. Najmniej inwazyjnym sposobem
oceny w organizmie stanu dynamicznej réwnowagi miedzy
oksydantami iantyoksydantami wydaje sie by¢é oznaczenie
catkowitego statusu antyoksydacyjnego (TAS) osocza oraz ste-
zenia w nim malonylodialdehydu (MDA), wskaznika stopnia
peroksydacji lipidow. Catkowity status antyoksydacyjny oso-
cza opisuje zdolno$¢ ochrony uktaddw biologicznych przed
uszkodzeniami wywotanymi przez reaktywne formy tlenu i
ich pochodne [10,26,60], Na catkowity status antyoksydacyjny
osocza sktada sie aktywnos$¢ antyutleniaczy enzymatycznych
(gtéwnie EC-SOD), biatkowych nieenzymatycznych (m.in. al-
bumin, ceruloplazminy, transferryny) oraz drobnoczgsteczko-
wych (m.in. stezenia kwasu moczowego, bilirubiny, glutatio-
nu, witamin A, E i C oraz karotenoidow).

Stres metaboliczny towarzyszacy ciagzy i laktacji powoduje
wzmozone wytwarzanie reaktywnych form tlenu, prowadzac
czesto do zachwiania rownowagi miedzy pro- i antyoksydan-
tami w organizmie [10,26,61,62]. Badania z zakresu sprawno-
§ci systemu antyoksydacyjnego byty prowadzone gtéwnie u
ciezarnych kobiet i krow mlecznych. Koncentrowaty sie one
gtownie na okresie przejsSciowym, tj. miedzy pdzng cigza
a wczesng laktacjg. Badania poréwnawcze ciezarnych i niecie-
zamych kobiet wykazaty, ze catkowity status antyoksydacyjny
0socza w pierwszym trymestrze cigzy jest statystycznie nizszy
niz u kobiet nieciezamych [63]. Badacze stwierdzili, ze wartos¢
tego wskaznika zalezata od stezenia kwasu moczowego. Wzro-
stowi nerkowego wydalania kwasu moczowego ispadkowi
jego stezenia w osoczu towarzyszyto zmniejszenie catkowitej
pojemnosci antyoksydacyjnej. W drugim i trzecim trymestrze
cigzy catkowita pojemnos$¢ antyoksydacyjna osocza wzrastata,
osiggajac w ostatnim tygodniu cigzy wartosci zblizone do ob-
serwowanych u kobiet nieciezamych. Po porodzie wskaZznik
ten do 6smego tygodnia laktacji ulegat dalszemu wzrostowi.
Zmiany te takze byly proporcjonalne w stosunku do zmian
stezenia kwasu moczowego w osoczu. Uwzgledniajac zmiany
stezenia kwasu moczowego w osoczu, autorzy wyliczyli tzw.
»Skorygowang TAC" (ang. total antioxidant capacity) i stwier-
dzili, ze wartos$¢ ta nie zmieniata sie w catym badanym okre-
sie. Inne badania [45] potwierdzajg mniejsze stezenia kwasu
moczowego u ciezarnych kobiet, jednakze wskazuja, ze przy-
czyna nizszych warto$ci TAS sg rowniez zmniejszenie stezenia
albumin, bilirubiny oraz witaminy E w osoczu. Inni autorzy
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stwierdzajg, ze podczas cigzy zmniejsza sie tez aktywnos$¢
dysmutazy ponadtlenkowej osocza [40,48]. Prawidtowej cia-
zy towarzyszg wyrazne zmiany w metabolizmie lipidow [63],
Wzrasta stezenie triacylogliceroli, cholesterolu catkowitego i
jego frakcji LDL w osoczu. Wskazuje to na narastajacy wraz
z przebiegiem cigzy stres oksydacyjny, czego dowodem jest
znacznie wyzsza w pordéwnaniu z okresem przedcigzowym
i poporodowym, zawarto$¢ nadtlenkéw lipidéw pod koniec
drugiego i trzeciego trymestru. Dobrym wskaznikiem stresu
oksydacyjnego istopnia peroksydacji lipidow jest stezenie w
osoczu malonylodialdehydu, wzrastajgce u kobiet w okresie
cigzy [45,48].

Badania mlecznych kréw dowodza jednoznacznie, ze naj-
wieksza produkcja wolnych rodnikéw ma miejsce w okresie
przejsciowym. Niektérzy badacze [26] uwazajg, ze w znacz-
nym stopniu przyczyniajg sie do tego zachodzgce w tym okre-
sie intensywne zmiany hormonalne, immunologiczne i meta-
boliczne. Porownanie wynikéw badan przeprowadzonych w
okresie okotoporodowym u krow nastrecza wiele trudnosci.
W badaniach tych krew do analiz pobierana byta w r6znym
czasie, brano pod uwage rézne wskazniki i na dodatek cze-
sto stosowano inne metody ich oznaczen. Np. stwierdzono
[61], ze stopien peroksydacji lipidow istotnie wzrasta od 10.
dnia przed porodem do 30. dnia laktacji. Aktywno$é dysmu-
tazy ponadtlenkowej w osoczu zwigksza sie progresywnie
w ostatnich trzech tygodniach cigzy iosigga maksimum w
czwartym dniu przed porodem. Po porodzie aktywnos$c¢ tego
enzymu szybko obniza sie. Podobne tendencje obserwowali
inni badacze [64], Jeszcze inni badacze wykazali [26], ze ste-
zenie MDA w ostatnim tygodniu przed porodem obniza sie,
a nastepnie stopniowo wzrasta od 4. do 8. tygodnia laktacji.
Nie zmienia sie natomiast w tym czasie aktywno$¢ dysmuta-
zy ponadtlenkowej. Badacze zaobserwowali, ze w okresie od
2. tygodnia przed porodem do 4. tygodnia laktacji obniza sie
catkowity status antyoksydacyjny osocza (parametr ten wzra-
sta dopiero w 8. tygodniu laktacji), co wskazuje na ostabienie
obrony antyoksydacyjnej i narastajacy stres oksydacyjny. Nie
stwierdzono istnienia zalezno$ci pomiedzy natezeniem TAS,
a zmianami stezen kwasu moczowego, bilirubiny i albumin,
co sugerowato, ze o wartosci TAS decyduja gtownie zmiany
stezenia witamin E, A i C oraz glutationu. Odmienne tenden-
cje zmian catkowitego statusu antyoksydacyjnego osocza w
okresie przedporodowym zaobserwowano u kréw, ktoérych
diete uzupetniono witaming E [65]. Stwierdzono wzrost war-
tosci wskaznika TAS w miare zblizania sie terminu porodu.
Wykazano takze [62], ze od 2. tygodnia przed porodem wzra-
sta u kréw zardéwno stezenie MDA, jak i catkowity status an-
tyoksydacyjny osocza. Osiggaja one maksymalne wartosci w
1. tygodniu laktacji, po czym juz w 2. tygodniu znaczaco ma-
leja. Stwierdzono znaczgcy wptyw uzupetnienia diety wita-
minami i sktadnikami mineralnymi na warto$¢ catkowitego
statusu antyoksydacyjnego. Tuz przed porodem stezenie nie-
ktérych antyoksydantéw, np. witaminy E, zmniejsza sie do
poziomu, ktéry u osobnikéw nie bedacych w cigzy mégtby
wskazywaé na stan jej chronicznego niedoboru. Tak wiec ob-
serwowany w pierwszym tygodniu po wycieleniu, ,,szczyt"
stezenia MDA, i najwyzsza warto$¢ wskaznika TAS moga
dowodzi¢, ze endogenny system antyoksydacyjny wspo-
magany przez egzogenne antyoksydanty moze skutecznie
kompensowaé nadmierne w okresie okotoporodowym wy-
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twarzanie nadtlenkéw lipidéw iskutecznie chroni¢ przed
nastepstwami stresu oksydacyjnego [62,65-67].

Intensyfikacja utrzymania ko6z, to jest m.in. zwiekszenie licz-
by zwierzat w stadzie, dazenie do wydtuzenia okresu laktacji
i wzrostu wydajnosci mlecznej spowodowaty, ze zaburzenia
metaboliczne (w tym rownowagi oksydanty/antyoksydanty),
wystepujg w okresie okotoporodowym coraz czesciej réwniez
u tego gatunku przezuwaczy. Potwierdzeniem tego sg wyniki
badan [68], ktore dowodzg wystepowania w okresie przejscio-
wym u wysokomlecznych kéz umiarkowanego stresu oksyda-
cyjnego. Nie zaobserwowano co prawda w tym okresie zna-
czacych zmian stezenia w osoczu reaktywnych metabolitow
tlenu (ROMs, ang. reactive oxygen metabolites) i aktywnosci dys-
mutazy ponadtlenkowej (EC-SOD), ale wykazano znaczacy
spadek aktywnosci peroksydazy glutationowej (GSH-Px) i ste-
zenia albumin. Aktywno$¢ GSH-Px uznawana jest za wskaznik
stresu oksydacyjnego i wykazuje Scisty zwigzek z zawartoscig
nadtlenku w osoczu. Albuminy sg natomiast gtdwnym poza-
komorkowym zrodtem grup holowych, bedacych wymiata-
czami wolnych rodnikéw [1,68]. Wysunieto przypuszczenie
[68], ze uszczuplenie zawartosci antyoksydantéw w osoczu
jest konsekwencja, a nie przyczynag stresu oksydacyjnego. Wie-
le czasteczek antyoksydantéw jest bowiem zaangazowanych
w utrzymanie statego, prawidtowego poziomu reaktywnych
metabolitow tlenu, a spadek zawartosci jednego z nich jest
zwykle kompensowany wzrostem innych.

Wyniki badan dowodza wiec jednoznacznie, ze u do-
mowych mlecznych przezuwaczy ostatnie tygodnie cigzy
i poczatek laktacji to okres zwiekszonego narazenia na stres
oksydacyjny i powodowane przez niego zaburzenia, a wiec
wymagajacy duzej sprawnosci (aktywnosci) systemu anty-
oksydacyjnego.
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Changes of reduction-oxidation balance in pregnant ruminants
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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 we have presented changes in total antioxidant 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.
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Ewolucja pogladow na temat
insulinopodobnych czynnikéw wzrostu

STRESZCZENIE

iniejszy artykut przeglagdowy jest préba zwieztego podsumowania obecnego stanu

wiedzy natemat insulinopodobnych czynnik6w wzrostu, dawniej zwanych somatome-
dynami. Autorzy opisuja strukture uktadu IGF, wyjasniajagc podstawowe mechanizmy jego
funkcjonowania. Celem artykutu jest rowniez przedstawienie najnowszych wynikéw badan
dotyczacych wptywu insulinopodobnych czynnikéw wzrostu na pre-, okoto- i postnatalny
wzrost i rozwdj organizmoéw. Rola IGF-I1 wydaje sie¢ by¢ bardziej istotna w tym procesie niz
sadzono 50 lat temu, kiedy to narodzita sie hipoteza wystepowania somatomedyn, przy czym
od tego czasu dokonano kilku powaznych zmian jej treSci. Szczeg6lng uwage zwrécono na
role uktadu IGF w stanach patologicznych, reprodukcji, laktacji, zywieniu i uktadzie im-
munologicznym zaréwno ludzi, gryzoni, jak i przezuwaczy. Podkre$lono réwniez zwigzek
pomiedzy IGF-1 a procesem nowotworzenia.

WPROWADZENIE

Wzrost jest to szereg zmian, ktére zachodzg u wszystkich organizmoéw zy-
wych, w okresie ptodowym i po urodzeniu polegajacy na zwiekszaniu sie liczby
oraz wymiarow komdrek z jednoczesnym procesem ich réznicowania. Proces
ten regulowany jest przez szereg czynnikow wewnetrznych (integracja szlakow
sygnatowych) i srodowiskowych (przede wszystkim dostarczanych z pozywie-
niem). U osobnikow dojrzatych oparty jest na naturalnej regeneracji tkanek, od-
powiedzi na uszkodzenia, jak rowniez na zachowaniu bilansu metabolicznego
i integralnosci komorek. Gtéwnym regulatorem procesu wzrastania w okresie
ptodowym jest uktad insulinopodobnych czynnikdw wzrostu. Wzrost w okresie
pourodzeniowym skorelowany jest przede wszystkim z poziomem w osoczu
hormonu wzrostu i jego mediatora — IGF-I [1]. Nieprawidtowosci zwigzane z
zaburzeniami wzrastania w sposdb znaczacy wptywajg na metabolizm organi-
zmu iprzyczyniaja sie do wystgpienia wielu choréb [2],

EWOLUCJA POGLADOW

ZALOZENIA HIPOTEZY WYSTEPOWANIA SOMATOMEDYN

Hipoteza dotyczgca wystepowania w organizmach zywych somatomedyn
narodzita sie w momencie préby poznania, w jaki spos6b wzrost somatycz-
ny komoérek zalezny jest od czynnikéw uwalnianych z przysadki moézgowej.
Evans i wsp. [3] po raz pierwszy zademonstrowali, ze blizej niesprecyzowana
substancja, zawarta w przednim ptacie przysadki mézgowej, zwieksza tempo
wzrostu szczurdw. Lee i Schaffer [4], wstrzykujac szczurom wyciag z bydlecej
przysadki, zaobserwowali, ze badane zwierzeta, w poréwnaniu z grupa kon-
trolna, nie tylko rosng szybciej, ale takze zawierajg proporcjonalnie wiecej mie-
$ni i mniej ttuszczu. Te spostrzezenia doprowadzity badaczy do wniosku, ze
substancja obecna w przysadce mézgowej stymuluje wzrostiwptywa znaczaco
na jakos¢ tuszy. Taka hipotetyczng substancje z wyciggu z przysadki nazwa-
no hormonem wzrostu (GH, ang. growth hormone), jednakze po raz pierwszy
wyizolowano i w dostatecznym stopniu oczyszczono ten hormon z bydlecej
przysadki dopiero w 1945 roku [5], Udowodniono nastepnie, ze oczyszczony
GH nasladowat dziatanie wyciggu z przysadki mézgowej, zmniejszajgc ottusz-
czenie szczuréw o 47% [6]. Jest to biatko o masie czasteczkowej 22 kDa, skia-
dajgce sie z pojedynczego tancucha polipeptydowego, zbudowanego ze 191
reszt aminokwasow, w obrebie ktérego tworza sie dwa mostki disiarczkowe i
cztery helisy a (odpowiednio 1. reszty 9-34, 2. reszty 72-92, 3. reszty 106-128
oraz 4. reszty 155-184), potagczone krétkimi petlami [7]. Juz p6t wieku temu do-
wiedziono, ze hormon wzrostu, syntetyzowany przez komarki kwasochtonne
przedniego ptata przysadki moézgowej, nie dziata wprost na tkanki docelowe.
W trakcie badan wykonywanych in vivo i in vitro na szczurach, $ledzono sto-
pien wigzania znakowanego 304w komdrkach tkanki chrzestnej (w postaci
siarczanu chondroityny) [8,9]. Szczury z uszkodzong lub wycietg przysadka
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moézgowg mialy znaczgco nizszy poziom wbudowanego
I 04Jakkolwiek wstrzykiwanie oczyszczonego bydlecego
GH efektywnie przywracato caty proces, to w badaniach
in vitro w hodowlach wycinkéw badanej tkanki chrzestnej
podawanie GH nie przyniosto spodziewanego efektu. Ob-
serwacje te doprowadzity do wniosku, ze wptyw hormonu
wzrostu nie jest bezposredni, a do swojego dziatania wy-
korzystuje inne czynniki wzrostu.

W 1972 r. na tamach Nature postawiono hipoteze [10], w
mys$l ktdrej to jeszcze nie wyizolowane czynniki wzrostu,
nazwane somatomedynami, posrednicza w przenoszeniu
informacji zainicjowanej przez przysadkowy hormon wzro-
stu. Termin ,somatomedyna" miat odzwierciedla¢ zdolnosé
takiego czynnika do przekazywania sygnatu ,,somatotropi-
ny", jak coraz czesciej nazywano hormon wzrostu. Termin
somatotropina (ST) okazat sie jednak niepoprawny i obec-
nie rzadko stosowany, poniewaz hormon wzrostu nie jest
stricte hormonem tropowym. Dodatkowo somatomedyny
podzielono na podtypy, oznaczane kolejno duzymi litera-
mi alfabetu, przy czym takim czynnikiem w odpowiedzi na
GH miata by¢ somatomedyna C (Sm-C).

Jednoczes$nie rozwinat sie odmienny kierunek badan,
oparty na innym biologicznym systemie, cho¢ dotyczacy tej
samej rodziny hormondw, a mianowicie insuliny. Froesch
i wsp. [11], mierzac aktywnos$¢ tego hormonu z udziatem
surowicy z przeciwciatami przeciwko insulinie spostrzegli,
ze znaczna cze$¢ insulinopodobnej aktywnosSci nie ulega

Pre-pro Insulina (110 aa)

Pre-pro IGF-IA (153 aa)

Pre-pro IGF-IB (195 aa)

}

Pre-pro IGF-Il (180 aa)

wytagczeniu, mimo bezposredniej supresji czasteczki insuli-
ny. Taka aktywnos$¢ nazwano insulinopodobng, nie ulega-
jaca zahamowaniu (NSILA, ang. nonsuppressible insulin-like
activity) i podjeto badania majace na celu zidentyfikowanie
jej zrédia. Stwierdzono, ze NSILA stanowig dwie frakcje
biatkowe; w 90% to frakcja o wysokiej masie czgsteczkowej
(100-150 kDa) nie rozpuszczalna w kwasie, ktérg nazwa-
no NSILA-P (ang. purified/precipitate NSILA), za$ pozostata
frakcje stanowig mate czasteczki (6-10 kDa), rozpuszczalne
w kwasie [12]. Te ostatnie, nazwane NSILA-S (ang. short/
soluble NSILA), staty sie przedmiotem szerszego zaintereso-
wania. Kwestig do rozstrzygniecia stato sie zagadnienie, czy
NSILA to jedna czasteczka biatkowa, zdolna do tworzenia
polimeréw lub agregatow z innymi czasteczkami biatko-
wymi, czy tez NSILA to nic innego, jak kilka chemicznie
odmiennych czasteczek biatkowych. Na rozstrzygniecie tej
kwestii trzeba byto poczekac kolejng dekade.

Zwienczeniem wieloletnich badan nad aktywnos$cig in-
suliny stato sie wyizolowanie ischarakteryzowanie dwaéch
odrebnych form NSILA-S, ktérych mase czasteczkowg
oszacowano na 5-8 kDa. Nazwano je NSILA I i NSILA
Il, jednocze$nie wstepnie wykazujgc ich insulinopodobng
aktywnos$¢ biologiczng [13]. Sze$¢ lat po hipotetycznym
ogtoszeniu istnienia somatomedyn Rinderknecht i Hum-
bel [14,15] opisali strukture tancucha aminokwasowego
czasteczek NSILA li Il. Pierwszg z nich, o masie czgstecz-
kowej 7649 Da, nazwano insulinopodobnym czynnikiem
wzrostu-1 (IGF-1, ang. insulin-like growth factor-1). Jest to

MODYFIKACJE

POTRANSLACYJNE

+H3N-

-COO-

Aktywne biologiéznie czasteczki:

tancucne  [Eancuenal -+ [EEEISEESEN

bomena & [EEINVAN o

INSULINA (51 aa)
IGF-I (70 aa)
IGF-Il (67 aa)

Rycina 1. Poréwnanie prekursorowych i dojrzatych form insuliny, IGF-I i IGF-II cztowieka. Objasnienie skrotéw: ,,aa" liczba reszt aminokwaséw.
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pojedynczy tancuch polipeptydowy, sktadajacy sie z 70
reszt aminokwaséw, zawartych w czterech domenach: B
(reszty 1-20), C (reszty 30-41), A (reszty 42-62) i D (reszty
63-70). Dodatkowg domene E spotyka sie tylko w prekur-
sorze peptydu [16]. Zblizong budowg cechuje sie druga
czasteczka NSILA-S, insulinopodobny czynnik wzrostu-
Il (IGF-II, ang. insulin-like growth factor-I1). Jest to rowniez
pojedynczy tancuch polipeptydowy, sktadajacy sie z 67
reszt aminokwaséw o masie czgsteczkowej 7471 Da. Na-
zewnictwo obu czgsteczek wywodzi sie od niezwyktego
podobienstwa pierwszorzedowej struktury IGF-1/11 do
insuliny. Insuling rézni przede wszystkim dtuzsza i od-
mienna w budowie domena C (35 reszt aminokwasow) i
brak domeny D na C-konicu fancucha (Ryc. 1).

W tym samym czasie, gdy trwaty badania nad izolacja
i okreSleniem struktury NSILA-S, wykonano szereg ba-
dan dotyczacych ich aktywnosci biologicznej. Wykazano
m.in., ze oczyszczone ekstrakty NSILA-S wywotywaty
wzrost liczby i metabolizmu fibroblastéow w embrionach,
jak réwniez znaczgco zwiekszaty stopien wigzania zna-
kowanego 304w komorkach tkanki chrzestnej kur [17]
i szczuréw; wzrost aktywnosci towarzyszyt akromegalii,
a spadek kartowato$ci [18]. Uzaleznienie aktywnosci od
poziomu cyrkulujagcego hormonu wzrostu, jak réwniez
niektére biologiczne podobienstwa miedzy NSILA-S/
IGF-1/IGF-11 a odrebnie badanymi somatomedynami
sprawity, ze zaczeto rozwazaé mozliwos¢ pokrewien-
stwa tych czynnikow. Pierwsze watpliwosci rozwigzata
praca Van Wyk i wsp. [19], IGF-1 i somatomedyne C w
tych badaniach cechowaly identyczne wyniki testu wy-
korzystujagcego technike radioimmunologiczng (RIA)
oraz testu wigzania somatomedyny C z receptorem. IGF-
Il i somatomedyna A (Sm-A) wykazaty odpowiednio 5%
i 50% efektywnosci w wymienionych testach. IGF-1I cha-
racteryzowat sie znacznie wyzszym powinowactwem w
stosunku do receptora insuliny. Na tej podstawie wysu-
nieto przypuszczenia, ze IGF-1 isomatomedyna C to dwie
identyczne biologicznie substancje, co w p6zniejszych la-
tach zostato jednoznacznie potwierdzone na podstawie
sekwencji reszt aminokwasow somatomedyny C [20],
Niejasnosci towarzyszace nazewnictwu odkrywanych
czynnikow zakonczyto przyjecie jednolitej nomenklatu-
ry [21], w ktérej upowszechniono okreslenia IGF-1 i IGF-
Il, w miejsce odpowiednio Sm-C i Sm-A. W ten sposob
skrzyzowaty sie dwa szlaki oparte na ré6znych biologicz-
nie przestankach - hipotezy wystepowania somatomedyn
oraz insulinopodobnej aktywnosci biatek IGF. Wielokrot-
nie zaobserwowano, ze mRNA IGF-l osigga najwieksze
stezenie w watrobie i dlatego organ ten uwazany jest za
gtdwne Zrédto tego hormonu [22]. Krazacy w krwi IGF-I
dziata rowniez na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrot-
nego wewnatrz osi somatotropowej, gdzie jego wysoki
poziom hamuje dalsze uwalnianie GH z przysadki mo-
zgowej [23]. W ten sposdb narodzit sie pierwotny model
osi somatotropowej, sktadajacy sie z podwzgo6rza-przy-
sadki mézgowej-watroby. Byto to wowczas szeroko i
powszechnie akceptowane zatozenie, wedtug ktérego
przysadkowy GH ,,drazni" watrobe, ktéra uwalnia w na-
stepstwie do krwi somatomedyny, ate dziatajg na odlegte
tkanki docelowe iinicjujg podziaty komdérek, zwiekszajac
ich tempo wzrostu.

Postepy Biochemii 55 (3) 2009

POGLADY ALTERNATYWNE

Kolejne doSwiadczenia i spostrzezenia dostarczaty jed-
nak dowoddéw na to, ze zarobwno hormon wzrostu, jak i IGF-
I, moga ulegaé lokalnej syntezie w wielu tkankach inarzg-
dach, przy czym ich funkcja jest czesto regulowana przez
dodatkowe czynniki specyficzne dla okreslonej tkanki.

W badaniach z wykorzystaniem rdznych eksplanta-
tow komorkowych ptoddw szczura (11-17 dnia cigzy) [24]
stwierdzono, ze oprocz komoérek zawigzkéw watroby,
réwniez komérki, z ktédrych powstajg jelito, serce, mozg,
nerki i ptuca sg zdolne do syntezy IGF-1 (detekcja z wy-
korzystaniem techniki RIA). Byt to pierwszy dowdd na
to, ze IGF-1 moze by¢ produkowany lokalnie i moze mieé
dziatanie autokrynne/parakrynne. Analogiczne badania
przeprowadzono na szczurach pozbawionych przysadki
moézgowej (pomiary w 50. dniu zycia; wyciecie przysadki
w wieku 30 dni). Srednia waga takich szczuréw wyniosta
100-107 g, przy 250-260 g w grupie kontrolnej (szczury
normalne). Byto to swoiste potwierdzenie udziatu osobni-
czego GH, jak i roli osi somatotropowej w procesie wzrostu
i rozwoju osobniczego. Podawanie szczurom owczego hor-
monu wzrostu (GH) umozliwito wykrycie procesu syntezy
IGF-I nie tylko w watrobie, ale réwniez w nerce, ptucach,
sercu ijadrach [25]. Kolejne doSwiadczenia przeprowadzo-
ne w krotkim czasie po udostepnieniu pierwszych sekwen-
cji cDNA dla genu IGF-1, miaty na celu identyfikacje mRNA
IGF-1 w réznych tkankach. Gen IGF-I ulegat ekspresji w
wielu tkankach, zardwno na etapie embrionalnym (m.in.
w zawigzkach ludzkich i szczurzych jelit, miesni, nerki, to-
zyska, zotadka, serca, skdry, trzustki, podwzgdrza i mozgu
[26,27]), pourodzeniowym, jak w zyciu osobniczym [28-31],
W badaniach tych dowiedziono, ze po podaniu GH ekspre-
sjagenu IGF-1w wyzej wymienionych narzadach i tkankach
wzrastata kilkukrotnie.

Na tej podstawie wysnuto alternatywng hipoteze, w
ktérej to zaréwno krazaca w krwi endokrynna forma IGF-I
pochodzaca z watroby, jak réwniez ta produkowana lokal-
nie w tkankach, reagujg na sygnat pochodzgcy od hormonu
wzrostu i sg jego ,wykonawcami”. Nie wykluczano wtedy
dziatania somatotropiny niezaleznego od IGF-l. Dwie moz-
liwe drogi sygnatu hormonu wzrostu okre$lono mianem
»teorii podwojnego efektora” (ang. dual effector theory) [32].
Hipoteze poparto wynikami badan, z ktdrych wynikato, ze
GH stymuluje jedynie réznicowanie sie preadipocytow w
adipocyty, natomiast uktad GH/IGF-I stymuluje podziaty
adipocytdw i ich ekspansje klonalng. Analogiczne wyniki
uzyskano dla chondrocytéw [33], Hormon wzrostu réwniez
wptywatl na rdznicowanie sie komoérek prekursorowych,
jednoczes$nie indukowat lokalng synteze IGF-I, przez ktérg
to stymulowat ekspansje klonalng catych kolumn chondro-
cytéw. Jednak kolejne obserwacja kwestionowaty ,teorie
podwdjnego efektora”. Dyskutowano bowiem o zaleznej
rowniez od IGF-I aktywacji ré6znicowania sie chondrocytéow
[34], mioblastéw [35] i adipocytéw [36] oraz o sytuacjach
odwrotnych, o udziale GH w proliferacji wspomnianych
komoérek.

Odrebnym przedmiotem badan byta préba odpowiedzi
na pytanie, czy szeroko pojety proces wzrostu organizmu
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stymulowany jest przez mechanizm endokrynny klasycznej
osi somatotropowej (w tym krgzacy we krwi IGF-1 wywo-
dzacy sie z watroby). Wykazano [37], ze systematyczne po-
dawanie rekombinowanego IGF-I szczurom pozbawionym
przysadki zwiekszyto ich tempo wzrostu, jakkolwiek efekt
ten byt znacznie stabszy w poréwnaniu do efektu wywotane-
go przez hormon wzrostu. Stosujagc GH uzyskiwano lepsze
rezultaty nawet w dawkach 50-krotnie nizszych niz IGF-I.
Nalezy przy tym pamietaé, ze ponad 95% krazacego w 0so-
czu IGF-I zwigzane itransportowane jest przez rodzine bia-
tek wigzacych IGF (IGFBP, ang. IGF-binding protein), ktore
decyduja o dystrybucji IGF-1 do poszczegdinych tkanek i
narzadow [38]. Co wiecej, lokalne wstrzykiwanie przeciw-
ciat anty-1GF-1 powodowato niemal catkowite zablokowanie
dziatania GH [39]. Wysnuto wiec koncepcje, wedtug ktorej
GH stymuluje wzrost kosci na dtugos¢ poprzez stymulowa-
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nie lokalnej syntezy IGF-1, IGF-1 za§ w sposdb auto/para-
krynny stymuluje podziaty komérkowe.

Jaka jest wiec rola krazgcego IGF-1? Mutacje w genie IGF-
| sg przyczyng kartowato$ci m.in. u myszy i cztowieka. My-
szy-homozygoty z uszkodzonymi genami kodujgcymi IGF-I
ijego receptor w momencie urodzenia wykazujg jedynie 45-
60% normalnej wagi i rozmiaru, przy czym zdecydowana
wiekszos$¢ (>95%) umiera w krétkim czasie po narodzinach
[40,41]. Gtéwng przyczyng $mierci byt przede wszystkim
stabo wyksztatcony uktad oddechowy. Natomiast w do-
Swiadczeniu, w ktérym specyficznie wytgczono gen IGF-I
jedynie w watrobie badanych myszy [42], nie odnotowano
réznicy we wzroscie postnatalnym zwierzat w poréwnaniu
z grupg kontrolng, mimo ze poziom krazgcego IGF-I zre-
dukowano w ten sposéb az o 75%. Moze to sugerowaé, ze
IGF-1 wywodzacy sie z watroby nie jest niezbedny w pro-
cesie wzrostu organizmu w okresie zycia
osobniczego, raczej gtowng role przejmuje
lokalnie syntetyzowany IGF-I. Dodatkowo
udowodniono, ze watroba jest gfdwnym
zrédtem endokrynnego IGF-l. Nieznane
jest jeszcze zrodto takiego lokalnego IGF-I;
byé moze wystarczajace sg tempo lokalnej
syntezy i wydzielania IGF-1 w czesci pery-
ostrium, perychondrium, w mies$niach i w
tkance ttuszczowej, jak i poziom IGF-I po-
chodzacego z watroby. Udokumentowano
juz autokrynne/parakrynne dziatanie IGF-
I na obszarze miesni szkieletowych [43],
Linearny wzrost kosci dtugich zalezny jest
od ptytki wzrostu, zbudowanej z chrzastki
nasadowej znajdujacej sie w poblizu zakon-
czen rosnacej kosci. Chondrocyty zorgani-
zowane sg tu w kilku warstwach, z najwaz-
niejsza z nich, warstwa proliferacyjng. No-
wopowstate komorki chrzestne przesuwajg
sie w kierunku trzonu kosci, tworzac kolej-
ne punkty kostnienia. We wczes$niejszych
badaniach na szczurach [44] i na myszach
[45], nie wykryto obecnosci mRNA IGF-I
w plytce wzrostu, natomiast obficie wyste-
powato mRNA IGF-II. Obecnos$¢ IGF-1I nie
jest niczym szczeg6lnym, gdyz to wiasnie
IGF-1l uwaza sie za gtéwny efektor sygna-
tu hormonu wzrostu w strefie proliferacyj-
nej wzrostu kosci na dtugos¢. U przezuwa-
czy réwniez nie wykryto w ptytce wzrostu
syntezy receptora hormonu wzrostu i IGF-
I, co moze sugerowac brak bezposredniego
udziatu GH, atym samym potwierdzatoby
udziat endokrynnego IGF-1 w proliferacji
chondrocytow [46]. Wysoki poziom syn-
tezy IGF-1 i jego receptora stwierdzono
w osteoblastach, co sugeruje udziat tego
czynnika w osteogenezie. Role aktywatora
tego procesu przypisuje sie m.in. szlakowi
sygnatowemu cAMP i kinazy biatkowej
A (PKA) [47]. Kwestig sporng pozostaje
udziat najobficiej wystepujagcego w tkance
kostnej biatka wigzacego IGF - IGFBP-5.
Cze$¢ badaczy przypisuje temu biatku role
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»Wzmacniacza" w procesie formowania kosci i r6znicowa-
nia osteoblastow, natomiast inni badacze uwazajg, ze jest on
inhibitorem, blokujacym dziatanie IGF-1 i IGF-1l, prawdo-
podobnie poprzez utrudnianie wigzania tych czasteczek ze
swoistymi receptorami [48].

Opierajac sie na odstepstwach od oryginalnej i alternatyw-
nej hipotezy, Le Roith i wsp. [49] zaproponowali ,,poprawio-
ng" hipoteze wystepowania somatomedyn. Wedtug jej zato-
zen dziatanie GH/IGF-1 jest bardziej kompleksowe niz dotad
sadzono. Nie ma watpliwos$ci, ze somatotropina stymuluje
synteze watrobowego IGF-1. Jednocze$nie aktywuje synteze
elementow kompleksu biatek wigzacych IGF (IGFBP), ktére
stabilizujg czasteczke IGF-1 w osoczu. Trzecim kierunkiem
dziatania hormonu wzrostu jest pobudzanie lokalnej auto-
krynnej/parakrynnej syntezy IGF-1 na obszarze niektérych
tkanek i narzgdéw. W ostateczno$ci moze by¢ uaktywniony
czwarty szlak, w ktérym GH dziata bezposrednio na tkanki
docelowe z pominieciem IGF-I. Pewng innowacjg byto row-
niez zatozenie, ze IGF-1 moze dziata¢ samodzielnie, a nie tyl-
ko jako odpowiedz na sygnat przysadkowego GH. Takie au-
tokrynne/ parakrynne dziatanie IGF-1 wigze sie gtéwnie ze
wzrostem embrionalnym, z wczesnym wzrostem pourodze-
niowym oraz funkcjami reprodukcyjnymi. Obecnie przyjmu-
je sie, ze 83% szeroko rozumianego wzrostu organizmu jest
wynikiem dziatania osi somatotropowej. Udziat poszczegdl-
nych komponentdw tej osi jest rozny, w zaleznos$ci od sta-
dium rozwojowego. Dziatanie IGF-IlI ogranicza sie przede
wszystkim do okresu zycia ptodowego, po ktdrym jego role
stopniowo przejmuje IGF-I [50], Czyni to insulinopodobny
czynnik wzrostu | bardziej istotnym w procesie wzrostu i
rozwoju catego organizmu [38],

Te ostatnig my$l rozwineli Kaplan i Cohen [51]. W swojej
pracy przegladowej, podsumowujgc ostatnie 50 lat badan z
tego zakresu, zaproponowali nowy mechanizm dziatania GH/
IGF-1, ktéry oparto na pewnych przestankach wspétzawodni-
czenia tych czasteczek w niektérych procesach. Nazwano go
uktadem wzmacniajgco-przeciwdziatajagcym (ang. augmentati-
ve/counteractive system). W tym uktadzie IGF-I bez watpienia
jest gtdownym efektorem anabolicznego oddziatywania GH,
choé nie jedynym. Dodatkowo IGF-1 wzmacnia ten proces po-
przez mechanizmy niezalezne od GH, czyli stymulacje syntezy
biatka i hamowanie proteolizy. W przeciwieristwie natomiast
do GH, ujawniajac swojg insulinopodobg nature, IGF-I prze-
ciwdziata lipolizie (wzmaga lipogeneze), reguluje transportem
i wykorzystaniem glukozy w miesniach oraz hamuje proces
glukoneogenezy w watrobie (Ryc. 2).

WSZECHSTRONNOSC 0S| SOMATOTROPOWEJ

Hormon wzrostu, jak rowniez IGF-I, cechujg sie dziata-
niem plejotropowym. Poza szerzej opisanym w niniejszej
pracy udziatem we wzroscie kosci na dtugos$¢, miesni oraz
gospodarce cukrowo-lipidowej, warto wymieni¢ takze ich
udziat w szeregu waznych nie tyle dla wzrostu, co dla roz-
woju organizmu procesach.

APOPTOZA I NOWOTWORY

Szlak sygnatowy IGF-I stymuluje proliferacje komorek
(szlak kinaz MAPK) i hamuje apoptoze (szlak kinazy 3'-
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fosfatydyloinozytolu (3'-Pl)) [52], Kinaza 3'-PI bierze udziat
m.in. w aktywacji takich procesow, jak stymulowany przez
insuline transport glukozy, synteza DNA i biatek (proces
réznicowania komorek), aktywacja kinaz A i C [53]. Ak-
tywacja kinazy 3'-Pl wyjasni¢ moze w pewnym stopniu
udziat IGF-1 w procesie apoptozy, co ma zwigzek z akty-
wacjg kinaz serynowo-treoninowych AKT. Te natomiast
fosforyluja biatko BAD, ktére traci zdolno$¢ hamowania
antyapoptotycznych biatek BCL-2 i BCL-X. Biatko BAD,
w formie ufosforylowanej, wigze sie natomiast jako hete-
rodimer z biatkiem BAX, ktére ma wiasciwosci promujace
$mieré¢ komorki (uwalnia cytochrom C z mitochondriéw,
jezeli zostanie zaktywowane przez kluczowe w wielu pro-
cesach biatko p53). Uwolniony cytochrom C daje sygnat dla
kaskady kaspaz, a te degradujg czasteczki biatek i DNA ko-
morki [54], Silnym dziataniem mitotycznym i hamowaniem
apoptozy mozna ttumaczy¢ zwigzek rozwoju nowotworow
z nadekspresja IGF-1. Wysoki poziom IGF-1 w osoczu wigze
sie z ryzykiem rozwoju nowotworu, za$ wysoki poziom I1G-
FBP (zwtaszcza IGFBP-3) zmniejsza ryzyko rozwoju zmian
nowotworowych, zwtaszcza raka piersi [55], Promieniowa-
nie jonizujace (IR) stosowane w terapii wielu nowotworow
stymuluje synteze IGF-1. Ten natomiast poprzez szlak IGF-
IR-Src-Mek-Erk-Egrl indukuje ekspresje genu CLU (ang.
clusterin), ktérego produkt w formie glikozylowanej (sCLU)
uwaza sie za jeden z gtéwnych czynnikéw chronigcych ko-
morki nowotworu przed dotychczas stosowanymi $rodka-
mi do walki z nim [56], Docelowo w leczeniu zaczyna sie
wiec stosowac najnowsze metody blokowania receptora dla
IGF typu I, szczeg6lnie w tych rejonach, ktére sg zmienione,
m.in. w przypadku raka piersi [57], raka jelita grubego [58]
i miesakow [59],

FUNKCJE REPRODUKCYJNE | LAKTACJA

Parakrynny/autokrynny udziat hormonu wzrostu w
ksztattowaniu uktadu rozrodczego dobrze udokumentowa-
no zaréwno u samcéw [60,61], jak i samic [60,62], Wyniki
licznych badan wskazujg na udziat endokrynnych form
GH/IGF-1 w kontroli neuroendokrynnego uwalniania hor-
monu luteinizujgcego (LH) i hormonu folikulotropowego
(FSH) przez gonadoliberyne (GnRH) [63]. Udziat IGF-I, za-
rowno endokrynny jak i auto/parakrynny, nie zostat jeszcze
do korica poznany. Myszy z IGF-1 7-sg bezptodne. Samce
cechowat niski poziom testosteronu (18 % normalnego po-
ziomu) i znaczgco opo6zniony rozwdj komérek Leydiga [64].
Samice natomiast charakteryzowaty sie brakiem owulacji i
niedostatecznie rozwinietag macicg [64], W przypadku ludzi
nie odnotowano az tak drastycznych zmian. Pacjent (55 lat)
z nieaktywnym genem IGF1 cechowat sie zaburzong sper-
matogenezg, upoS$ledzeniem funkcji komorek Sertoliego
oraz niewielkg objetoScig jader [65]. Istniejg jednak donie-
sienia o wielu pacjentach, ktérzy mimo delecji lub mutacji w
genach IGF1 i IGF1R byli ptodni [66], Badania z tego zakresu
sa jednak ograniczone ze wzgledu na wysoka Smiertelnos¢
mutantéow IGF-I 7-i IGF1R 7-.

Insulinopodobne czynniki wzrostu moga by¢ takze waz-
nymi determinantami wzrostu i rozwoju ptodu, co udo-
wodniono m.in. u przezuwaczy. Btona $luzowa jajowodu
jest zdolna do syntezy IGF-I, ktory nastepnie wydzielany
jest do Swiatta jajowodu i tam bezposrednio wigze sie z re-
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ceptorem IGF typu 1 embrionu. Stwierdzono takze synte-
ze kilku komponentéow uktadu IGF w macicy i tozysku. W
macicy mRNA IGF-1 zlokalizowany jest gtéwnie w zrebie
otaczajagcym btone $luzowag macicy, ktéry charakteryzuje
sie wysokim stezeniem receptora IGF typu 1. Poziom IGF-I
syntetyzowanego lokalnie w macicy spada podczas cigzy,
dlatego tez w okresie tym gtéwnag role petni IGF-1 uwalnia-
ny z watroby. Natomiast w tozysku stwierdza sie obecno$é
mRNA IGF-1l. Aktywnos$é IGF-1 i IGF-1I w btonie $luzo-
wej macicy i tozysku regulowana jest przez IGFBP, ktdre
utrudniajg przejscie IGF przez bariere ptodowo-tozyskowg
[67], Wewnatrzmaciczny wzrost ptodu uwarunkowany jest
czynnikami genetycznymi oraz $rodowiskowymi. Jest on
Scisle uzalezniony od poziomu insuliny oraz IGF-I we krwi
ptodu. Pt4d potrafi dostosowac¢ dynamike swojego wzrostu
do warunkoéw S$rodowiska zewnetrznego poprzez zmniej-
szenie wydzielania IGF-1 w okresach niedostatecznego po-
krycia potrzeb zywieniowych. Niedozywienie matki jest
zwigzane z obnizeniem zawartosci mMRNA niezbednego w
syntezie IGF-1 w watrobie ptodu [68].

W wyniku gtodzenia u przezuwaczy stwierdzono, ze po-
ziom IGF-1 w osoczu drastycznie spada, a po zadaniu paszy
wraca do stanu wyjsciowego. Podobnej zaleznosci nie zauwa-
zono w przypadku IGF-11 [69]. Udowodniono réwniez, ze brak
cynku w pokarmie zwierzat, a takze w diecie ludzi prowadzi
do zaburzen wzrostu i op6Znienia dojrzewania ptciowego. Ma
to zwigzek z istotng funkcjg cynku jako sktadnika przeszto 300
metaloenzymoéw, jak réwniez biatek regulatorowych (m.in.
czynnikéw transkrypcyjnych) zawierajacych tzw. palce cyn-
kowe. Te ostatnie majg zdolno$¢ do wigzania sie z DNA, a co
za tym idzie, biorg udziat w regulacji ekspresji genéw. W ten
oto sposOb elementy osi somatotropowej, zwtaszcza IGF-1i I1G-
FBP, posrednio reaguja na brak cynku w pokarmie [68],

W ostatnich latach prowadzono wiele badan, ktoérych ce-
lem byta odpowiedz na pytanie, czy hormon wzrostu dzia-
ta bezposrednio, czy tez posrednio w gruczole mlecznym
kréw. Badania nad poziomem syntezy receptora GH wyka-
zaty, ze mMRNA dla GHR jest obecny w komérkach czynno-
$ciowych gruczotu mlecznego jatéwek [70] i kréw w trakcie
laktacji [71]. Wykryto [72] obecnos¢ mRNA bGHR w na-
btonku wydzielniczym i nabtonku przewodéw wyprowa-
dzajgcych gruczotu mlecznego. W badaniach [73] poziomu
ekspresji GHR, IGF-I, IGF-IR oraz genéw kodujacych biatka
wigzace IGF-1 w bydlecym gruczole mlecznym w réznych
stadiach mammogenezy, laktogenezy, laktopoezy i inwolu-
cji, najwyzsze stezenie mMRNA IGF-1 wykryto podczas pdz-
nej cigzy, a znaczaco niska ekspresje odnotowano podczas
laktogenezy i laktopoezy. Wiekszos¢ mRNA IGF-I pocho-
dzita z adipocytow. Na stosunkowo wysokim poziomie
wykryto mRNA IGFR typu I, przy czym najwyzszy poziom
odnotowano podczas p6znej laktacji i przez caty czas trwa-
nia inwolucji. Natomiast niski poziom ekspresji tego genu
odnotowano podczas mammogenezy. mMRNA GHR obecne
byto podczas wszystkich badanych stadiow i nie wykazy-
wato znaczacych zmian.

UKELAD IMMUNOLOGICZNY

Coraz czesciej opisuje sie rowniez udziatl osi somatotro-
powej w ksztattowaniu systemu immunologicznego. Hor-
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mon wzrostu traktuje sie jako dobry immunomodulator.
Egzogenny hormon wzrostu znaczgco polepsza bowiem
przezywalno$é szczuréw i myszy zainfekowanych Salmo-
nella typhimurium i Escherichia coli [74], Odnotowano Kil-
ka przypadkéw u myszy i ludzi, w ktérych mutacja genu
STAT5ar/', potencjalnego aktywatora transkrypcji genu
IGF1, byfa przyczynag powaznych zaburzen dotyczacych
przewaznie drog oddechowych i biosyntezy cytokin [66].
Komoérki systemu immunologicznego, takie jak tymocyty,
limfocyty i neutrofile, wykazujg zdolno$¢ do syntezy GH,
za$ grasice uwaza sie za jeden z organow docelowych dla
somatotropiny [74], Co wiecej, odnotowano do$¢ znaczna
zawarto$¢ mRNA IGF-1 w makrofagach, przy czym byita
ona regulowana przez cytokiny inne niz GH, a mianowicie:
czynnik martwicy nowotworu a (TNFa), prostaglandyne E,
(PGE2 oraz czynniki stymulujace tworzenie kolonii (CFS)
[75], Badajac poziom mRNA receptora IGF typu Iw réznych
subpopulacjach jednojgdrzastych komoérek krwi obwodo-
wej cztowieka (PMBC, ang. peripheral blood mononuclear cell)
wykazano wysoki poziom w monocytach, w komérkach
NK, w limfocytach pomocniczych T CD4+ umiarkowany
poziom w limfocytach supresorowych/cytotoksycznych T
CD8+oraz stosunkowo niski w limfocytach B [36,76]. Odno-
towano rowniez dodatni wptyw IGF-1 na cytotoksyczno$é
komoérek NK. IGF-1 uwazany jest za kofaktora IL-3 i IL-7
w procesie proliferacji i dojrzewania limfocytow B w szpi-
ku kostnym [75]. Wyniki badan in vitro przeprowadzone na
myszach wykazaty, ze podawanie IGF-1 znaczgco zwieksza
liczbe limfocytdw B, a co za tym idzie, niemal dwukrotnie
synteze przeciwciat 1gG [77].

PODSUMOWANIE

Insulinopodobny czynnik wzrostu | uwazany jest za
jeden z gtownych czynnikéw wpiywajacych na wzrost i
rozwo0j organizmu. Zaburzenia jego funkcjonowania cze-
sto przyczyniaja sie do powstawania choréb nowotwo-
rowych oraz prowadza do anomalii rozwojowych. Ce-
lowe wydaje sie by¢ kontynuowanie badan w kierunku
gtebszego poznania osi somatotropowej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem IGF-I. Nie ulega zatem watpliwosci, ze
badania nad budowa, funkcjg oraz syntezg IGF-I oraz bia-
tek majacych wptyw na regulacje jego aktywnosci, synte-
zy oraz krazenia w organizmie moga przynie$¢ jeszcze
wiele bardzo waznych i ciekawych odkry¢ 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-
sions have been made. Special attention is given to role of IGF system in pathological states, reproduction, lactation, nutrition and immune system
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 sygnatowy kwasu jasmonowego
—nowe informacje

STRESZCZENIE

naczacy postep w badaniach szlaku sygnatowego kwasu jasmonowego, jaki dokonat sie
Zna przetomie ostatnich kilku lat, przyniést zaskakujgce informacje na temat chemicz-
nej formy czasteczki sygnatowej tego hormonu, ktérg okazat sie jego koniugat z izoleucyna.
Funkcje receptora kwasu jasmonowego przypisuje sie coraz czesciej biatku COI1, wykazu-
jacemu strukturalne i funkcjonalne podobienistwo do receptora auksyn TIR1. Percepcja sy-
gnatu ma miejsce na terenie jadra komérkowego i prowadzi do aktywacji ligazy ubikwityny
E3 typu SCFcon, a w konsekwencji do proteolitycznej degradacji represoréw transkrypcji,
biatek JAZ. Obnizenie puli biatlek hamujacych transkrypcje umozliwia aktywacje czynni-
kéw transkrypcyjnych (m. in. ERF1, WRKY70, MYC2) i ekspresje genéw zaangazowanych
w reakcje obronne roslin (np. PDF1.2, VSP1, CHI-B). Dla funkcjonowania szlaku sygnato-
wego tego fitohormonu wazne sg réwniez ztozone mechanizmy regulacyjne oparte zaréwno
o dodatnie, jak i ujemne sprzezenia zwrotne, umozliwiajace utrzymanie reakcji rosliny na
odpowiednim poziomie.

WPROWADZENIE

Kwas jasmonowy (JA) jest hormonem roslinnym odgrywajagcym wazng role
w procesach wzrostu i rozwoju roslin, jak np. wzrost korzenia i dojrzewanie
owocOw. Posredniczy on réwniez w powstawaniu reakcji rosliny zaréwno na
biotyczne (np. patogeny), jak i abiotyczne (np. stres oksydacyjny, zranienie)
czynniki stresowe [1-6]. Aktywacja szlaku sygnatowego JA prowadzi do ekspre-
sji licznych genow zaangazowanych w reakcje obronne roslin, m. in. VSP1 (ang.
vegetative storage protein), PDF1.2 (ang. plant defensin), Thi2.1 (ang. thionin), CHI-B
(ang. chitinase B) [7,8]. Biatkowe produkty tych gendéw indukujg powstanie od-
powiedzi zarowno lokalnych, jak i systemowych, co utatwia roslinom adaptacje
do niekorzystnych warunkdw $rodowiska [9],

Obecnos$¢ jasmonian6w wykazano u réznych grup systematycznych roslin
wyzszych. W organach roslinnych wystepujg one w matych ilosciach, jednakze
ich poziom zmienia sie w zaleznosci od typu, funkcji oraz fazy rozwoju tkanki.
Bezposrednim prekursorem kwasu jasmonowego jest kwas 12-oksofitodienowy
(OPDA), ktory powstaje w chloroplastach w wyniku oksydacji kwasu linoleno-
wego (18:3) [10]. Ten etap biosyntezy JA jest katalizowany przez 3 enzymy: li-
poksygenaze (LOX, ang. linoleate oxygen oxidoreductase), syntaze wodoronadtlen-
kowg (AOS, ang. aliene oxide synthase) oraz cyklaze wodoronadttenkowg (AOC,
ang. aliene oxide cyclase) [11-13], OPDA jest nastepnie transportowany do perok-
sysomow, gdzie przy udziale reduktazy OPDA (OPDR, ang. OPDA reductase)
ulega redukcji, a nastepnie trojetapowej p-oksydacji do JA [14]. Kwas jasmono-
wy wystepuje u roslin w formie niezwigzanej, ale podobnie jak inne fitohormo-
ny moze tworzy¢ zardwno aktywne, jak i nieaktywne fizjologicznie potgczenia z
innymi zwigzkami (aminokwasami, cukrami), czy tez pochodne (JA-Me —ester
metylowy kwasu jasmonowego). Zastosowanie technik badawczych z zakresu
biochemii, genetyki i biologii molekularnej w duzym stopniu umozliwito po-
znanie szlaku przekazywania sygnatu kwasu jasmonowego. Niniejsza praca jest
podsumowaniem najnowszych osiaggnie¢ w tej dziedzinie, jakich dokonano na
przestrzeni ostatnich kilku lat, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli niedawno
scharakteryzowanych biatek JAZ oraz biatka COI1.

BIALKO COI1 | BIALKA JAZ JAKO KLUCZOWE ELEMENTY
SZLAKU SYGNALOWEGO KWASU JASMONOWEGO

BIALKO COI1

Gen COIl zidentyfikowano 10 lat temu, dzieki wyselekcjonowaniu niewraz-
liwego na koronatyne mutanta Arabidopsis thaliana coil (ang. coronatine-insensi-
tivel) [15,16], Koronatyna jest fitotoksyng produkowang przez Pseudomonas sy-
ringae; wykazuje strukturalne podobienstwo do JA-Me oraz JA-lle i wywotuje
podobne efekty fizjologiczne [16-18], Dodatkowo, mutant coil charakteryzowat
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Wykaz skrétéw: biatka JAZ (ang. jasmonate
ZIM-domain proteins) —biatka z domeng ZIM,
bedace biatkami hamujagcymi ekspresje docelo-
wych genéw kwasu jasmonowego; COIIl (ang.
coronatine-insensitwel) — biatko z domeng F-
box, bedace skitadnikiem kompleksu ligazy
E3 typu SCF; ERF1 (ang. ethylene response fac-
tort) — biatko z rodziny EREBP (ang. ethylene
response element binding protein) wigzace sie
do promotoréw genéw regulowanych przez
etylen; JA (ang. jasmonic acid) — kwas jasmo-
nowy; JA-lle —koniugat kwasu jasmonowego
z izoleucyng; JA-Me (ang. jasmonic acid methyl
ester) — ester metylowy kwasu jasmonowego;
MYC2 — czynnik transkrypcyjny zawierajacy
domene zamka leucynowego, wigzacy sie z
promotorami genéw zaleznych od kwasu ja-
smonowego
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sie zahamowang biosyntezg kwasu jasmonowego oraz bra-
kiem reakcji na ten hormon [1,15,16,19]. Ortologi genu COI1
zidentyfikowano réwniez u innych gatunkédw roslin, m.in.
u pomidora, tytoniu, soi [1,20,21],

Gen COI1 koduje biatko o masie czgsteczkowej 66 kDa
zawierajace na koncu N motyw F-box oraz domene z po-
wtdrzeniami bogatymi w reszty leucyny [15]. Biatko COI1
wykazuje strukturalne i funkcjonalne podobieAstwo do
receptora auksyn TIR1 (ang. transport inhibitor response!),
zatem mechanizmy przekazywania sygnatow obu fito-
hormondw moga by¢ rowniez podobne [22,23]. W szlaku
przekazywania sygnatu auksynowego biatko TIR1 wspdl-
nie z CUL1 (ang. cullinl), RBX1 (ang. ring box proteinl) oraz
Skpl/ASK1 (ang. S-phase kinase-associated proteinl/Arabidop-
sis Skpl-like protein) tworzy ligaze ubikwityny E3 znang jako
kompleks SCFTRL [24-27], Jego funkcja polega na wyznako-
wywaniu biatek AUX/IAA do degradacji zaleznej od ubi-
kwityny w proteasomie 26S. Na podstawie licznych badan
stwierdzono, ze réwniez biatko COI1 funkcjonuje jako sktad-
nik ligazy E3 typu SCF [15,23,28], Substratem ligazy ubikwi-
tyny SCFcon sg niedawno zidentyfikowane biatka JAZ (ang.
jasmonate ZIM-domain), bedace represorami transkrypcji ge-
néw aktywowanych przez JA [23,29]. Dodatkowo, w struk-
turze I-rzedowej biatka COI1 wystepuja charakterystyczne
reszty hydrofobowych aminokwasdéw, ktére prawdopodob-
nie tworzg kieszen wiazacg biatka JAZ, a byé moze réwniez
hormon [30,31]. Obecno$¢ takiej kieszeni stwierdzono w
przypadku receptora auksyn — TIR1 [25,27,30]. Mimo ze,
struktury przestrzenne COI1 i TIR1 wydaja sie by¢ zblizone,
to jednak nie ma jednoznacznych dowodow, ze COI1 jestre-
ceptorem kwasu jasmonowego. Nie wiadomo réwniez czy
do zwigzania hormonu wymagana jest obecnos¢ kofaktora,
jakim w przypadku TIR1 jest IP6 (szesciofosforan inozytolu)
[27,30], Pomimo tego, biatko COI1 wydaje sie by¢ doskona-
tym kandydatem do miana receptora kwasu jasmonowego
[23,30,31],

BIALKA JAZ

Biatka JAZ zostaty odkryte w 2007 r. przez 3 niezalezne
grupy badawcze [23,29,32]. Wchodzg one w skiad wiekszej
grupy biatek zawierajgcych w swej strukturze 28 amino-
kwasowag domene ZIM (ang. zinc-finger inflorescence meri-
stem), ktora pierwotnie zidentyfikowano jako sekwencje
wigzgcg DNA typu palca cynkowego [33], Z uwagi na to,
ze wszystkie biatka ZIM w obrebie swojej charakterystycz-
nej domeny posiadajg zachowywang w ewolucji sekwencje
TIF[F/Y]XG, a tylko niektore z nich majg zdolnos$¢ wigzania
DNA, stad zmieniono nazwe rodziny tych biatek na TIFY
[34,35]. Biatka JAZ, poza domeng ZIM, posiadajg rowniez
zbudowany z 26 reszt aminokwasowych motyw Jas zloka-
lizowany w C-kofAcowej czesci peptydu (Ryc. 1) [29,31,32],
Niemniej jednak, nie stwierdzono w ich budowie obecnosci
domeny wigzacej DNA typu palca cynkowego.

U A. thaliana dotychczas zidentyfikowano 12 biatek JAZ,
ktorych sekwencje majg dtugos$¢ od 131 do 352 reszt amino-
kwasow [23]. Wydaje sie, ze biatka te funkcjonuja na terenie
jadra komdérkowego, chociaz taka lokalizacje potwierdzo-
no jedynie w przypadku kilku z nich (JAZI, JAZ3, JAZ6 i
JAZ10) [23,29,32], U tego gatunku stwierdzono réwniez, ze
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Rycina 1. Schemat budowy bialek z rodziny JAZ (wg [58] zmodyfikowane)

wszystkie biatka JAZ, za wyjatkiem JAZ9 i JAZ10, sg synte-
tyzowane parami (1i2, 314, itd.), co jest prawdopodobnie
konsekwencja duplikacji genow kodujacych poszczegdlne
pary peptydéw [34], Prawdopodobnie biatka JAZ uzupet-
niajg sie wzajemnie, gdyz zaréwno nadekspresja, jak ielimi-
nacja niektorych z genéw je kodujgcych nie zmienia wrazli-
wosci roslin na kwas jasmonowy.

W badaniach prowadzonych zaréwno in vitro, jak i in vivo
z zastosowaniem konstruktow JAZ-GUS oraz JAZ-GFP, jak
rowniez mutantow i roslin transgenicznych wykazano, ze
pod wptywem kwasu jasmonowego biatka JAZ zostajg wy-
znakowane przez ligaze ubikwityny E3 SCFcon do degra-
dacji w proteasomie 26S [1,23,29]. Dodatkowo stwierdzono,
ze obecnos$¢ funkcjonalnej domeny Jas jest niezbedna dla
oddziatywania biatek JAZ i COI1, gdyz mutacje w obrebie
tego motywu hamujg proteolityczng degradacje biatek JAZ
i prowadzg do ich nadmiernej akumulacji [23,29]. Co cie-
kawe, w przypadku JAZ3 wykazano, ze za oddziatywania
z COI1 odpowiada koniec N, a nie koniec C, biatka JAZ3
[29,31], Przez analogie, mechanizm ten przypuszczalnie do-
tyczy takze pozostatych biatek nalezacych do tej rodziny.
Ten zaskakujacy fakt moze Swiadczy¢ o regulatorowej funk-
cji motywu Jas w oddziatywaniach COI1-JAZ, gdyz mutacje
w jego obrebie stabilizujg biatko JAZ [23,29,32]. Za taka rolg
domeny Jas przemawiajg rowniez badania, ktérych wyniki
wskazujg, ze w naturalnych warunkach powstajg dwa roz-
nigce sie dtugoscia transkrypty genu JAZ10 [29,32], Jeden z
nich koduje biatko nieposiadajgce 12 ostatnich reszt amino-
kwasoéw na swym konfcu C, z ktérych 7 stanowi integralng
cze$¢ motywu Jas. Nadekspresja tej formy JAZ10 skutkuje
uzyskaniem roslin niewrazliwych na kwas jasmonowy. Z
kolei wyciszenie genu JAZ10 prowadzi do podwyzszenia
wrazliwo$ci na ten hormon. Wydaje sie wiec, ze oddziaty-
wania miedzy biatkami JAZ i COI1 sg duzo bardziej skom-
plikowane i wymagaja dalszych badan. Niemniej jednak, z
uwagi na brak domeny wigzacej DNA zaktada sie, ze biatka
JAZ wpltywajag na ekspresje docelowych genéw kwasu ja-
smonowego w sposéb posredni, tj. poprzez zahamowanie
aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych [29],

REGULACJA SZLAKU SYGNALOWEGO JA

Regulacja ekspresji genow zaleznych od kwasu jasmo-
nowego nastepuje wskutek degradacji biatkowych repre-
sorow transkrypcji, biatek JAZ. Proteoliza tych biatek pro-
wadzi do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych, jak np.
ERF1, WRKY70, ORA47, ARA59, WRKY18 i MYC2, ktore
bezposrednio kontrolujg aktywnosé swych gendw doce-
lowych [36,37], Jak dotad, najlepiej poznano i opisano od-
dziatywania pomiedzy biatkami JAZI, JAZ3, JAZ9 a MYC2
[29], MYC2 jest czynnikiem transkrypcyjnym zawierajagcym
domene zamka leucynowego, ktéry wptywa stymulujgco
na aktywnos$¢ transkrypcyjng gendéw indukowanych przez
zranienia, a hamuje ekspresje gendw zwigzanych z odpo-
wiedziami obronnymi ros$lin [38,39], Przeciwng role w re-
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gulacji tych proceséw odgrywa biatko ERF1, ktére stanowi
zarazem istotny element integrujacy szlaki sygnatowe ety-
lenu i kwasu jasmonowego [40,41]. W powstawaniu odpo-
wiedzi rosliny na czynniki stresowe istotng role odgrywajg
rébwniez powigzania szlakow sygnatowych kwasu jasmono-
wego i kwasu salicylowego (SA). Fizjologiczny efekt wywo-
tywany przez te substancje uzalezniony jest od ich stezenia
[8,42-45]. Wykazano bowiem, ze wzrost poziomu SA hamu-
je ekspresje genow indukowanych przez JA, a podwyzszo-
ne stezenie JA hamuje aktywno$¢ transkrypcyjng genéw za-
leznych od SA. Natomiast, w przypadku niskiego poziomu
obu substancji aktywnych ich dziatanie ma charakter syner-
gistyczny (jak ma to miejsce w powstawaniu odpowiedzi
rosliny na stres oksydacyjny) [45,46],

W badaniach z zastosowaniem drozdzowego systemu
dwuhybrydowego wykazano, ze C-koncowa domena bia-
tek JAZ oddziatuje z koricem N biatka MYC2, co bezposred-
nio blokuje jego dziatanie i indukuje powstanie reakcji fizjo-
logicznej (Ryc. 2A) [29], MYC2 po uwolnieniu z kompleksu
JAZ-MYC2 wigze sie z domeng G-box, zlokalizowang w
promotorach licznych genéw odpowiedzi na JA, inicjujac
ich ekspresje (Ryc. 2B) [39,47-49]. Co ciekawe, motyw G-box
wystepuje rowniez w sekwencjach regulatorowych genéw
MYC2 i ERF1 [39,40]. Ponad to, MYC2 reguluje takze eks-
presje niektorych genow JAZ, jak np. /AZ3 [29]. Wykaza-
no, ze biatko JAZ3 oddziatujgc z MYC2 hamuje aktywnos$é
transkrypcyjna genu JAZ3. Natomiast, pojawienie sie cza-
steczki sygnalnej (JA) prowadzi do proteolitycznej degrada-
cji biatka JAZ3 i aktywacji transkrypcji genu JAZ3. Taki me-
chanizm regulacyjny, dziatajacy na zasadzie petli ujemnego
sprzezenia zwrotnego, pozwala roslinom kontrolowaé pule
regulatoréw szlaku sygnatowego JA izapewnia im kontrole
nad reakcjami fizjologicznymi powstajagcymi wskutek dzia-
tania bodzZca stresowego [23,29,50], Nalezy takze zaznaczy¢,
ze produkcja wiekszosSci represorowych biatek JAZ podnosi
sie znaczaco w obecnosci JA, co moze Swiadczy¢ o zaanga-
zowaniu innych (poza MYC2) czynnikéw transkrypcyjnych
lub o istnieniu innego mechanizmu regulacyjnego.

Utrzymanie reakcji rosliny na odpowiednim poziomie
umozliwiajg rdwniez mechanizmy modulujgce funkcjono-
wanie szlaku przekazywania sygnatu kwasu jasmonowe-
go funkcjonujgce w oparciu o petle dodatniego sprzezenia
zwrotnego. Zauwazono, ze JA zwieksza aktywnos$¢ trans-
krypcyjna gendéw kodujacych enzymy zaangazowane w
proces jego biosyntezy [50], Mechanizm ten zapewnia utrzy-
manie wtasciwego poziomu hormonu, ktéry jest istotny dla
wywotania odpowiedniej reakcji fizjologicznej. W aktywacji
niektérych z tych gendw uczestniczy wspomniane juz biat-
ko MYC2.

NATURA CZASTECZKI SYGNALOWEJ

Natura chemiczna czasteczki sygnatowej promujacej in-
terakcje domniemanego receptora kwasu jasmonowego,
biatka COI1, z biatkami represorowymi JAZ stanowita istot-
ng kwestie w badaniach mechanizméw odbioru i przekazy-
wania sygnatu JA. Poczatkowo zaktadano, ze bioaktywng
czasteczka jest sam kwas jasmonowy lub jego ester mety-
lowy [51]. Obecnie przyjmuje sie, ze aktywng biologicznie
czgsteczky jest koniugat JA z izoleucyng (JA-lle) [23,31,52].
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Rycina 2. Schemat szlaku sygnalizacyjnego kwasu jasmonowego u Arabidopsis
thaliana. CUL1, RBX1, Skpl/ASK1, COI1 —sktadniki ligazy ubikwityny E3 typu
SCFcon. A. MYC2 wigze si¢ do motywu G-box w sekwencjach promotorowych
genoéw regulowanych przez JA. Biatka JAZ hamujac aktywno$¢ czynnika trans-
krypcyjnego MYC2 powoduja represje genéw aktywowanych przez JA. B. Po-
wstanie czasteczki sygnalnej JA-lle katalizowane jest przez enzym JARL. JA-lle
promuje oddziatywania biatek JAZ z SCFro", prowadzac do ich poliubikwitylacji
(Ub) i degradacji w proteasomie 26S. Degradacja biatek JAZ, bedacych represora-
mi czynnika transkrycyjnego MYC2, prowadzi do odblokowania transkrypcji ge-
néw zaleznych od JA. Szczegdtowy opis w tekscie (wg [58,59] zmodyfikowane).

Reakcja syntezy JA-lle jest katalizowana przez enzym JAR1L
(ang. jasmonate-resistantl) [53-55]. Mimo, ze koniugaty sg
powszechnie uwazane za forme magazynowania lub trans-
portowania hormonu, dzieki ktérej roslina utrzymuje hor-
monalng homeostaze, to jednak JA-lle petni role aktywnej
i specyficznej czasteczki sygnatowej, promujacej oddzia-
tywania biatek COI1 i JAZ [23,29,31]. Co ciekawe, JA-lle
zwieksza oddziatywanie COI1-JAZ 50-krotnie silniej niz JA-
Leu, podczas gdy JA, JA-Me, OPDA, JA-Phe czy tez JA-Trp
sg zwigzkami nieaktywnymi [23]. Dane te wzbudzajg liczne
kontrowersje, gdyz od dziesiecioleci w badaniach nad rola
kwasu jasmonowego w regulacji wzrostu i rozwoju roslin
do wywotania odpowiedniej reakcji fizjologicznej wykorzy-
stuje sie niektore z tych zwigzkéw (np. JA, Me-JA, OPDA)
[51,56-57]. Mozliwe jest, ze substancje te inicjujg oddziaty-
wania biatka COI1 z innymi, dotgd niezidentyfikowanymi,
substratami prowadzac do ich degradacji w proteasomie
26S, badz tez zostaja metabolizowane w komdrce do bioak-
tywnej formy, JA-lle [23,53]. Szczeg6towe wyjasnienie roli
tych zwigzkéw wymaga dalszych badan.

PODSUMOWANIE

Odkrycie nowych elementow szlaku przekazywania
sygnatu kwasu jasmonowego, a takze ustalenie potencjal-
nego receptora tego hormonu oraz miejsca jego wigzania
uzupetniajg wiedze na temat mechanizmu dziatania kwasu
jasmonowego w regulacji wielu proces6w wzrostowo-roz-
wojowych u roslin. Liczne powiazania szlaku sygnatowego
kwasu jasmonowego ze szlakami sygnatowymi innych hor-
monow sprawiajg, ze doktadne wyjasnienie mechanizmow
regulujacych kaskade przekazywania sygnatu JA wymaga
dalszych badan. Nie wiadomo na przyktad, jak wiele ligan-
dow czy tez pochodnych JA promuje oddziatywania COI1
i biatek JAZ. Ciekawe jest réwniez, czy poza biatkami JAZ
istniejg jeszcze inne substraty dla ligazy ubikwityny SCFcon
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oraz z iloma czynnikami transkrypcyjnymi moga oddziaty-
wacé biatka z rodziny JAZ?

PISMIENNICTWO

1

1

o

11

12.

1

w

14

15.

16.

17.

18.

Li L, Zhao Y, McCaig BC, Wingerd BA, Wang J, Whalon ME, Picher-
sky E, Howe GA (2004) The tomato homolog of CORONATINE-IN-
SENSITIVEL is required for the maternal control of seed maturation,
jasmonate-signaled defense responses, and glandular trichome devel-
opment. Plant Cell 16:126-143

. Krél P, Kepczynska E (2008) Rola jasmonianéw w indukowanej syste-

micznej odpornos$ci odpornosci roslin przeciwko patogenom. Biotech-
nol 1:122-135

. Biatecka B, Kepczynski J (1998) Rola kwasu jasmonowego ijego estru

metylowego we wzros$cie i rozwoju roslin. Wiad Bot 42: 61-78

. Vijayan P, Shockey J, Levesque CA, Cook RJ, Browse JA (1998) A role

for jasmonate in pathogen defense of Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci
USA 95: 7209-7214

. Saniewski M, Urbanek H (2001) Jasmoniany i ich rola $srodowiskowa.

W: Oleszek W, Gtowniak K, Leszczynski B (red.), Biochemiczne od-
dziatywanie srodowiskowe. Akademia Medyczna Lublin, str. 181-198

. Saniewski M, Ueda J, Miyamoto K, Urbanek H (2002) Relationship

between jasmonate and ethylene in regulation of some physiological
processes in plant under stress conditions. Zesz Probl Post Nauk Roln
481: 99-112

. Anderson JP, Badruzsaufari E, Schenk PM, Manners JM, Desmond

0J, Maclean DJ, Ebert PR, Kazan K (2004) Antagonistic interaction be-
tween abscisic acid and jasmonate-ethylene signaling pathways mod-
ulates defense gene expression and disease resistance in Arabidopsis.
Plant Cell 16: 3460-3479

Balbi V, Devoto A (2008) Jasmonate signalling network in Arabidop-
sis thaliana: crucial regulatory nodes and new physiological scenarios.
New Phytol 177: 301-318

W astemack C (2006) The wound response in tomato —role of jasmon-
icacid. J Plant Physiol 163:297-306

.Wasternack C (2007) Jasmonates: an update on biosynthesis, signal

transduction and action in plant stress response, growth and develop-
ment. Ann Bot (Lond) 100: 681-697

Bell E, Creelman RA, Mullet JE (1995) A chloroplast lipoxygenase is re-
quired for wound- induced jasmonic acid accumulation in Arabidopsis.
Proc Natl Acad Sci USA 92: 8675- 8679

Laudert D, Pfannschmidt U, Lottspeich F, Hollander-Czytko H, Wei-
ler EW (1996) Cloning, molecular and functional characterization of
Arabidopsis thaliana allene oxide synthase (CYP74), the first enzyme of
the octadecanoid pathway to jasmonates. Plant Mol Biol 31: 323-335

. Stenzel I, Hause B, Miersch O, Kramell R, Kurz T, Maucher H, Weichert

H, Ziegler J, Feussner I, Wastemack C (2003) Jasmonate biosynthesis
and the allene oxide cyclase family of Arabidopsis thaliana. Plant Mol
Biol 51: 895-911

.Schaller F, Biesgen C, Mussing C, Altmann T, Weiler EW (2000) 12-

Oxophytodienoate reductase 3 (OPR3) is the isoenzyme involved in
jasmonate biosynthesis. Planta 210: 979-984

Xie DX, Feys BF, James S, Nieto- Rostro M, Turner JG (1998) COI1: an
Arabidopsis gene required for jasmonate- regulated defense and fertil-
ity. Science 280:1091-1094

Feys B, Benedetti CE, Penfold CN, Turner JG (1994) Arabidopsis mu-
tants selected for resistance to the phytotoxin coronatine and male
sterile, insensitive to methyl jasmonate and resistant to a bacterial
pathogen. Plant Cell 6: 751-759

Koda Y, Takahashi K, Kikuta Y, Greulich F, Toshima H, Ichihara A
(1996) Similarities of the bilogical activities of coronatine and corona-
facic acid to those jasmonic acid. Phytochemistry 41: 93-96

Uppalapati SR, Ayoubi P, Weng H, Palmer DA, Mitchell RE, Jones W,
Bender CL (2005) The phytotoxin coronatine and methyl jasmonate
impact multiple phytohormone pathways in tomato. Plant J 42: 201-
217

340

19.

20.

21

22.

23.

2

2

26.

2

Y]

2

(e

2

©

30.

3

ey

3

N

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

E

S

Farmer EE, Ryan CA (1990) Interplant communication: airborne meth-
yl jasmonate induces synthesis of proteinase inhibitors in plant leaves.
Proc Natl Acad Sci USA 87: 7713-7716

Paschold A, Halitschke R, Baldwin IT (2007) Co(i)-ordinating defens-
es: NaCOIl mediates herbivore-induced resistance in Nicotiana attenu-
ata and reveals the role of herbivore movement in avoiding defenses.
PlantJ 51: 79-91

Wang Z, Dai L, Jiang Z, Peng W, Zhang L, Wang G, Xie D (2005) Gm-
COI1, a soybean F-box protein gene, shows ability to mediate jasmo-
nate-regulated plant defense and fertility in Arabidopsis. Mol Plant Mi-
crobe Interact 18:1285-1295

Dharmasiri N, Dharmasiri S, Weijers D, Lechner E, Yamada M, Hob-
bie L, Ehrismann JS, Jurgens G, Estelle M (2005) Plant development
is regulated by a family of auxin receptor F box proteins. Dev Cell 9
109-119

Thines B, Katsir L, Melotto M, Niu Y, Mandaokar A, Liu G, Nomura K,
He SY, Howe GA, Browse J (2007) JAZ repressor proteins are targets of
the SCFcon complex during jasmonate signalling. Nature 448: 661-665

Zielinska E, Kowalczyk S (2000) Percepcja i transdukcja sygnatu au-
ksynowego. Post Biol Kom 27:155-184

Ostrowski M, Jakubowska A (2008) Receptory auksyn. Post Biol Kom
35: 79-95

Gray WM, Del Pozo JC, Walker L, Hoobie L, Risseeuw E, Banks T,
Crosby WL, Yang M, Estelle M (1999) Identification o fan SCF ubiqu-
itin-ligase complex required for auxin response in Arabidopsis thaliana.
Genes Dev 13:1678-1691

. Dharmasiri N, Dharmasiri S, Estelle M (2005) The F-box protein is an

auxin receptor. Nature 435: 441-445

. Xu L, LiuF, Lechner E, Genschik P, Croshy WL, Ma H, Peng W, Huang

D, Xie D (2002) The SCFco" ubiquitin-ligase complexes are required
for jasmonate response in Arabidopsis. Plant Cell 14:1919-1935

. Chini A, Fonseca S, Fernandez G, Adié B, Chico JM, Lorenzo O, Gar-

cia-Casado G, Lopez-Vidriero |, Lozano FM, Ponce MR (2007) The JAZ
family of repressors is the missing link in jasmonate signalling. Nature
448: 666-671

Tan X, Calderon-Villalobos LI, Sharon M, Zheng C, Robinson CV, Es-
telle M, Zheng N (2007) Mechanism of auxin perception by the TIR1
ubiquitin ligase. Nature 446: 640-645

. Katsir L, Schilmiller AL, Staswick PE, He SY, Howe GA (2008) COI1

is a critical component of a receptor for jasmonate and bacterial virua-
lence factor coronatine. Proc Natl Acad Sci USA 105: 7100-7105

.Yan, Stolz S, Chetelat A, Reymond P, Pagni M, Dubugnon L, Farmer

EE (2007) A downstream mediator in the growth repression limb of
the jasmonate pathway. Plant Cell 19: 2470-2483

Nishii A, Takemura M, Fujita H, Shikata M, Yokota A, Kohchi T (2000)
Characterization of a novel gene encoding a putative single zinc-finger
protein, ZIM, expressed during the reproductive phase in Arabidopsis
thaliana. Biosci Biotechnol Biochem 64:1402-1409

Vanholme B, Griinewald W, Bateman A, Kohchi T, Gheysen G (2007)
The tify family previously known as ZIM. Trends Plant Sci 12: 239-
244

Shikata M, Takemura M, Yokota A, Kohchi T (2003) Arabidopsis ZIM, a
plant-specific GATA factor, can function as a transcriptional activator.
Biosci Biotechnol Biochem 67: 2495-2497

Wang Z, Cao G, Wang X, Miao J, Liu X, Chen Z, Qu LJ, Gu H (2008)
Identification and characterization of COIll-dependent transcription
factor genes involved in JA-mediated response to wounding in Arabi-
dopsis plants. Plant Cell Rep 27:125-135

Xu L, Chen C, Fan B, Chen Z (2006) Physical and functional interac-
tions between pathogen-induced Arabidopsis WRKY 18, WRKY40, and
WRKY60 transcription factors. Plant Cell 18:1310-1326

Lorenzo O, Chico JM, Sanchez-Serrano JJ, Solano R (2004) JASMO-
NATE- INSENSITIVEL encodes a MYC transcription factor essential
to discriminate between different jasmonate-regulated defense re-
sponses in Arabidopsis. Plant Cell 16:1938-1950

Dombrecht B, Xue GP, Sprague SJ, Kirkegaard JA, Ross JJ, Reid JB, Fitt
GP, Sewelam N, Schenk PM, Manners JM (2007) MY C2 differentially

www.postepybiochemii.pi



modulates diverse jasmonate-dependent functions in Arabidopsis.
Plant Cell 19: 2225-2245

40. Frankowski K, Kesy J, Kopcewicz J (2007) Regulacja biosyntezy etyle-
nu u ro$lin. Post Biochem 53: 66-73

41. Frankowski K, Kesy J, Kotarba W, Kopcewicz J (2008) Szlaki przekazy-
wania sygnatow indukowane przez etylen. Post Biochem 54: 99-106

42. Spoel SH, Johnson JS, Dong X (2007) Regulation of tradeoffs between
plant defenses against pathogens with different lifestyles. Proc Natl
Acad Sci USA 104:18842-18847

43. Kazan K, Manners JM (2008) Jasmonate signaling: toward an integrat-
ed view. Plant Physiol 146:1459-1468

44. Kunkel BN, Brooks DM (2002) Cross talk between signaling pathways
in pathogen defense. Curr Opin Plant Biol 5: 325-331

46. Mur LA, Kenton P, Atzom R, Miersch O, Wastemack C (2006) The
outcomes of concentration-specific interactions between salicylate
and jasmonate signaling, include synergy, antagonism, and oxidative
stress leading to cell death. Plant Physiol 140: 249-262

45. Mao P, Duan M, Wei C, Li Y (2007) WRKY62 transcription factor acts
downstream of cytosolic NPR1 and negatively regulates jasmonate-
responive gene expression. Plant and Cell Physiol 48: 833-842

47. Abe H, Yamaguchi-Shinozaki K, Urao T, Iwasaki T, Hosokawa D,
Shinozaki K (1997) Role of Arabidopsis MYC and MYB homologs in
drought-and abscisic acid-regulated gene expression. Plant Cell 9
1859-1868

48. de Pater S, Pham K, Memelink J, Kijne J (1997) RAP-1 is an Arabidop-
sis MYC-like R protein homologue that binds G-box sequence motifs.
Plant Mol Biol 34:169-174

49. Yadav V, Mallappa C, Gangappa SN, Bhatia S, Chattopadhyay S (2005)
A basic helix-loop-helix transcription factor in Arabidopsis, MYC2, acts
as arepressor of blue light-mediated photomorphogenic growth. Plant
Cell 17:1953-1966

50.

51.

52.

53.

54.

55

56.

5

J

58.

59.

Chung HS, Koo AJK, Gao X, Jayanty S, Thines B, Jones AD, Howe GA
(2008) Regulation and function of Arabidopsis JASMONATE ZIM-do-
main genes in response to wounding and herbivory. Plant Physiol 146:
952-964

Mandaokar A, Thines B, Shin B, Lange BM, Choi G, Koo YJ, Yoo YJ,
Choi YD, Choi G, Browse J (2006) Transcriptional regulators of sta-
men development in Arabidopsis identified by transcriptional profiling.
PlantJ 46: 984-1008

Staswick PE, Su W, Howell SH (1992) Methyl jasmonate inhibition of
root growth and induction of leaf protein are decreased in an Arabidop-
sis thaliana mutant. Proc Natl Acad Sci USA 89: 6837-6840

Staswick PE, Tiryaki | (2004) The oxylipin signal jasmonic acid is ac-
tivated by an enzyme that conjugates it to isoleucine in Arabidopsis.
Plant Cell 16: 2117-2127

Suza WP, Staswick PE (2008) The role of JARL in jasmonoyl-L-isoleu-
cine production in Arabidopsis wound response. Planta 227:1221-1232

.Wang L, Halitschke R, Kang J-H, Berg A, Harnisch F, Baldwin | (2007)

Independently silencing two JAR family members impairs levels of
trypsin proteinase inhibitors but not nicotine. Planta 226:159-167
Maciejewska BD, Kesy J, Zielinska M, Kopcewicz J (2004) Jasmonates

inhibit flowering in short-day plant PImrbitis nil. J Plant Growth Regul
43:1-8

. Kepczyniski J, Biatecka B (1994) Stymulatory effect of ethephon, ACC,

gibberellin A, and A4#7on germination of methyl jasmonate inhibited
Amaranthus caudatus seeds. JPlant Growth Regul 14: 211-216

Staswick PE (2007) JAZing up jasmonate signaling. Trends Plant Sci
13: 66-71

Santner A, Estelle M (2007) The JAZ proteins link jasmonate percep-
tion with transcriptional changes. Plant Cell 19: 3839-3842

Jasmonate signaling pathway —new insight

Kamil Frankowski , Brygida Swiezawska, Emilia Wilmowicz, Jacek K¢sy, Jan Kopcewicz

Department of Physiology and Molecular Biology of Plants, Institute of General and Molecular Biology, Nicolaus Copernicus University,

9 Gagarina St, 87-100 Torun, Poland

e-mail: Kamil.Frankowski@ uni.torun.pl

Key words: plant hormones, jasmonic acid, signal transduction, JAZ proteins

ABSTRACT

Significant progress which was made during last few years in research of jasmonic acid signaling pathway yielded surprising information
about chemical form of asignaling 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 SCFconubiquitine 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 well 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

was deoksyrybonukleinowy (DNA), jedna z najwazniejszych i najbardziej znanych cza-

steczek biologicznych, obchodzi w tym roku 140 urodziny. Historia DNA to do$wiad-
czenia z przetomow XIX, XX i XXI wieku, rozpoczete wyodrebnieniem nukleiny, a zwieA-
czone poznaniem sekwencji genomu cztowieka. Za przetomowe wydarzenie, nie tylko dla
poznania DNA, ale i catej biologii, uznaje sie zaproponowanie przez Jamesa Watsona i Fran-
cisa Cricka w 1953 roku modelu struktury przestrzennej DNA. Jednakze u podstaw tego osig-
gniecia leza wczesne doSwiadczenia Friedricha Mieschera, ktéry w 1869 roku po raz pierw-
szy wyizolowat DNA. Od tamtego czasu zgromadzono ogromng ilo$¢ informacji o funkcjach
i strukturze DNA, ktére daty fundament wspdtczesnej biologii molekularnej, biologii che-
micznej i biotechnologii. Artykut ten przybliza wydarzenia i okolicznosci najwazniejszych
odkry¢ zwigzanych z DNA, poczawszy od jego pierwszej izolacji, az do ukonczenia projektu
poznania genomu cztowieka i zastosowania metod gtebokiego sekwencjonowania.

WPROWADZENIE

Jedng z najwiekszych tajemnic zycia, ktéra nurtowata ludzko$¢ od zarania,
jestwzrost i rozw6j organizmow oraz przekazywanie cech z pokolenia na poko-
lenia. Starozytni filozofowie sadzili, ze dziedziczenie nastepuje pod wptywem
boskiego lub naturalnego pierwiastka, wynikiem czego jest dostosowanie do
harmonii natury (Arystoteles, 384-322 p.n.e.). Inni nie dostrzegali zadnego celu
ani porzadku w rzeczywistos$ci i twierdzili, ze zyjagce organizmy rosng i zmie-
niajg sie wedtug praw deterministycznych [1], Impulsem dla refleksji i poszuki-
waniem naukowej odpowiedzi na pytania dotyczace mechanizméw zmiennosci
organizmow i dziedziczenia byto opublikowanie 150 lat temu przez Charlesa
Darwina dzieta ,,O powstawaniu gatunkéw", bedacego fundamentem teorii ewo-
lucji, dla ktorej podstawg sg wtasnie dziedzicznos$¢ i zmienno$¢ cech [2].

Za ojca genetyki uznaje sie Gregora Mendla, augustianskiego zakonnika i na-
ukowca, ktéry w latach 60-tych XIX wieku przeprowadzit doSwiadczenia nad
dziedziczeniem cech u grochu zwyczajnego (Pisum sativum). Wyniki tych badan
doprowadzity do okreslenia podstawowych praw genetyki nazwanych pdzniej
»~prawami Mendla" [3]. Zrozumienie prawidtowos$ci zaobserwowanych przez
Mendla wymagato wprowadzenia pojecia nowych jednostek dziedziczenia dla
ktorych w 1909 roku zaproponowano termin ,,gen". Zapomniane przez wiele lat
prawa Mendla zostaty ponownie odkryte niezaleznie w 1990 roku przez Carla
Corrensa [4], Hugo de Vriesa [5] i Ericha von Tschermaka [6]. Te przetomowe
koncepcje stanowity podstawe rozwoju wspotczesnej genetyki (Ryc. 1, Ryc. 2,
Tabela 1). Kluczowe znaczenie dla zrozumienia funkcjonowania komdérek miat
tez rozw6j mikroskopii, ktéry pozwolit na odkrycie w 1866 roku jagdra komorko-
wego i zrozumienie jego roli w procesach dziedziczenia [8].

PIERWSZA IZOLACJA DNA

Friedrich Miescher urodzit sie w 1844 roku w Szwajcarii [9], Jego ojciec, Jo-
hann Friedrich Miescher i wuj, Wilhelm His, byli znanymi lekarzami i profesora-
mi anatomii ifizjologii na Uniwersytecie w Bazylei [10], Miescher studiowat me-
dycyne w Bazylei, ale nie byt szczeg6lnie zainteresowany jej praktykowaniem
ze wzgledu na problemy ze stuchem, ktére utrudniaty badanie pacjentéw [9],
Koncentrowat sie gtéwnie na ,teoretycznych podstawach zycia" i karierze na-
ukowej. Po ukonfczeniu Uniwersytetu przenidst sie do Tibingen w Niemczech,
gdzie studiowat chemie w laboratorium Adolpha Streckera, a nastepnie histo-
chemie pod kierunkiem Felixa Hoppe-Seylera [10].

Miescher interesowat sie limfocytami, ktére chciat wykorzysta¢ jako swoj

model badawczy. Problemy z ich pozyskaniem spowodowaly, ze zaintereso-
wat sie leukocytami, ktore tatwo mozna byto woéwczas uzyskaé z ropy zebranej
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Rycina 1. Rozw6j badan DNA iich wptyw na spoteczenstwo [7].

ze Swiezych bandazy pochodzacych z kliniki w Tibingen.
Poczatkowo Miescher interesowat sie biatkami, ktore uzna-
wane byty za najwazniejsze sktadniki komérki. Ostatecznie
z jader komorkowych wyodrebnit substancje, ktéra ulegata
wytragceniu w $rodowisku kwasnym, nie rozpuszczata sie
w wodzie i w roztworze chlorku sodu, ale rozpuszczata sie
w wodorotlenku sodu i wodorofosforanie sodu [11]. W tym
celu opracowat wiasng metode izolacji jader komérkowych
(Ryc. 3), pozwalajgca uzyska¢ w duzych ilosciach nieznang
substancje, ktérg nazwat ,,nukleing". Zmodyfikowana pro-
cedura izolacji nukleiny z wykorzystaniem kwasnego eks-
traktu z zotgdka $wini (pepsyny) potwierdzita, ze nukleina
nie jest biatkiem. Zawierata okoto 14% azotu i 3% fosforu.
Plemniki tososia zawieraty nawet 9% fosforu. Czysta nukle-

ina tososia uzyskana przez Mieschera zawierata 22,5% P20s.

Za pomocg nowoczesnych technik mozna uzyska¢ wynik
22,9%. Miescher przyjat zatozenie, ze caty fosfor wchodzacy
w skiad nukleiny wystepuje w postaci kwasu fosforowego.
Zasugerowal, ze nukleina moze by¢ kwasem, wystepujg-
cym takze w innych tkankach [10].

Publikacja o izolacji nukleiny przygotowana byta juz w
1869 roku, ale ukazata sie dopiero w 1871 roku ze wzgledu
na sceptyczny stosunek Hoppe-Seylera, ktéry sam chciat
powtdrzy¢ eksperymenty. W swojej publikacji, Miescher
napisat: ,Wierze, ze uzyskane wyniki, mimo ze fragmenta-
ryczne, sg na tyle znaczace, ze zachecg innych, w szczegol-
nosci chemikow, do gtebszego zbadania tych kwestii. Wie-
dza o relacji pomiedzy substancjami jadrowymi, biatkami
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12007 metody szybkiego sekwencjonowania DNA

12001 petna sekwencja genomu czlowieka

11998 sekwencja genomu C. elegans
11996 sekwencja genomu drozdzy S. cerevisiae
1 1995 sekwencja genomu H. influenzae

1990 zainicjowanie programu poznania genomu
cztowieka

11983 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 okreslenie llosci zasad azotowych w DNA
“reguta Chargaffa" (Chargaff)
11944 DNA jako czynnik transformujacy (Avery, MacLeod, McCarthy)

11941 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 wzgledno$ci (Einstein)

1902 jednostki dziedziczenia na chromosomach (Boveri, Sutton)

1889 nazwa "nukleina” zastgpiona przez "kwas nukleinowy” (Altman)

1881 obecnosci nukleiny w chromosomach (Zacharias)

1879 identyfikacja zasad purynowych i pirymidynowych (Kossel)

1869 odkrycie DNA ("nukleiny”) (Miescher)
1869 uktad okresowy pierwiastkéw (Mendelejew)

Rycina 2. Krdtka historia DNA.
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Tabela 1. Kamienie milowe w historii badant nad DNA.

| Data
1859
1865
1866

1869
1871
1879
1881

1882
1884-5

1889
1900
1902
1902-9

1909

1910
1913
1928
1929
1939
1941
1944
1949
1949-50
1952

1953

1956
1957
1958
1961-6

1967
1968-70

1972

1973
1977

1979
1983
1990

1995
1996
1998
1999
2000
2001
2002
2005
2007
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Naukowcy
Ch. Darwin
G. Mendel
E. Haeckel

F. Miescher

F. Miescher, F. Hoppe-Seyler, P. Plosz
A. Kossel

E. Zacharias

W. Flemming

O. Hertwig, A. von Kolliker,

E. Strasburger, A. Weismann

R. Altman

C. Correns, H. de Vries, E. von Tschermak
T. Boveri, W. Sutton

A. Garrod

P. Levene
W. Johannsen

T.H. Morgan

A. Sturtevant, T.H. Morgan

F. Griffith

P. Levene

C. Waddington

G. Beadle, E. Tatum

O.T. Avery, C. MacLeod, M. McCarty
C. Vendrely, R. Vendrely, A. Boivin
E. Chargaff

A. Hershey, M. Chase

R. Franklin, M. Wilkins
J. Watson, F. Crick

A. Kornberg
F. Crick
M. Meselson, F. Stahl

R.W. Holley, H.G. Khorana,
H. Matthaei, M.W. Nirenberg

N. Grineva
W. Arber, H. Smith, D. Nathans

G. Khorana
P. Berg

S. Cohen, H. Boyer

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

A. Wang
K. Mullis

The International Human Genome
Sequencing Consortium

C. Venter

A. Goffeau

The C. elegans Sequencing Consortium
K.P. O'Brien

Arabidopsis Genome Initiative

Celera, NIH (C. Venter, F. Collins)

Mouse Genome Sequencing Consortium
American Association for Cancer Research
J. Rothberg, K. McKernan, J. West

Odkrycie
Selekcja naturalna i ewolucja
Cechy dziedziczone sa wedtug okres$lonych zasad (“praw Mendla")

Jadro komoérkowe posiada czynniki odpowiedzialne
za przekazywanie cech dziedzicznych

Pierwsza izolacja DNA

Pierwsza publikacja opisujgca DNA (,,nukleinge™)

Identyfikacja puryn i pirymidyn

"Nukleina" jest obecna w wydtuzonych strukturach (nazwanych pézniej
chromosomami) w jadrze komérkowym roslin w trakcie podziatu
Chromosomy iich zmienne zachowanie podczas podziatu komérkowego
Jadro komaérkowe zawiera podstawowy materiat dziedzicznosci

"Nukleina" zmienia nazwe na "kwas nukleinowy"
Ponowne odkrycie "praw Mendla"
Jednostki dziedzicznosci sa zlokalizowane na chromosomach

Dziedziczne choroby metaboliczne sg wynikiem defektéw
genetycznych powodujacych utrate enzymu

Odkrycie rybozy
"Gen" - jednostka dziedziczenia

Drosophila modelem do badania dziedziczenia

Pierwsza mapa sprzezenia genetycznego (dla Drosophila)

"Czynnik transformujacy"” umozliwia przeniesienie wtasciwos$ci jednej bakterii do drugie
Identyfikacja deoksyrybozy i nukleotydéw; rozréznienie RNA i DNA

Epigenetyka

Koncepcja "Jeden gen - jeden enzym"

DNA jako materiat genetyczny i, czynnik transformujacy"” Griffith'a

Jadro komérkowe zawiera potowe ilosci DNA w poréwnaniu do komérek somatycznych
Sktad zasad azotowych w DNA i "reguta Chargaffa”

Podczas infekcji wirusowej, DNA zostaje wprowadzony do bakterii, a biatka wirusa
zostajg na zewnatrz. DNA znajdowany jest w potomnych czastkach wirusowych.

Analiza rentgenowska krysztatu DNA, DNA ma regularng
powtarzajaca sie strukture; molekularna struktura DNA

DNA polimeraza

Centralny dogmat biologii molekularnej
Semikonserwatywna replikacja DNA
Kod genetyczny

Zaproponowanie strategii antysensu

Pierwsze wykorzystanie enzymoéw restrykcyjnych do
hydrolizy DNA w specyficznych miejscach

Synteza pierwszego genu in vitro
Pierwszy rekombinowany fragment DNA

Konstrukcja funkcjonalnego plazmidu in vitro (inzynieria genetyczna)

Sekwencjonowanie DNA
Strategia antysensu

Struktura Z-DNA
Reakcja tancuchowa polimerazy
Poczatek projektu poznania genomu cztowieka

Sekwencja nukleotydowa wolnozyjacego organizmu (Haemophilus influenzae)
Sekwencja nukleotydowa pierwszego eukarionta (S. cerevisiae)

Sekwencja nukleotydowa pierwszego organizmu wielokomérkowego (C. elegans)
Sekwencja nukleotydowa chromosomu ludzkiego 22

Sekwencja nukleotydowa genomu Drosophila i Arabidopsis

Sekwencja nukleotydowa genomu cztowieka

Sekwencja nukleotydowa genomu myszy

Warsztaty na temat epigenomu cztowieka

Metody gtebokiego sekwencjonowania
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Procedura izolacji nukleiny opracowana przez Mieschera

Przygotowanie komorek

Bandaze szpitalne

t t

Zakazone  Niezainfekowane
} Wytrzgsanie osadu
Przemycie eterem iwoda

(rézne roztwory soli,
roztwér 9:1 woda:siarczan sodu
jest odpowiedni)

Sedymentacja t
(Kilka dni)

2-3-krotne przemycie

Izolacja nukleiny

Komorki traktowane 1/1000

rozcieiczonym kwasem hydrochlorowym
(Wiele tygodni, warunki chtodnicze)

Czyste jadra komoérkowe
na dnie naczynia

Ekstrakcja weglanem sodu

Substancja o dziwnych wiasciwosciach

- charakterystyczny sktadnik jadra komo6rkowego

gdy myszy infekowane szcze-
pem R pozostawaly zdrowe.
Wiadomo byto, ze wysoka tem-
peratura powoduje inaktywa-
cje bakterii. Jednakze podanie
mieszaniny inaktywowanego
szczepu S i normalnego szcze-
pu R takze powodowato $mieré
myszy. Griffith stwierdzit, ze
tylko bakterie szczepu S byty
chorobotwdrcze i postulowat
istnienie ,,czynnika transfor-
mujacego” (ang. transforming
principle) o nieznanej naturze
pochodzacego z inaktywowa-
nych bakterii S, dzieki ktéremu
niewirulentne bakterie szcze-
pu R nabieraty wilasciwosci
chorobotworczych. Poniewaz
ekstrakt inaktywowanych ter-
micznie bakterii szczepu S za-
wierat niemal czysty DNA, a
jego zdolnos$¢ do transformacji
zanikata po traktowaniu DNa-
zg, Oswald Avery wykazat, ze
»czynnikiem transformujacym™
Griffitha byt DNA [14]. Dla
wiekszosci biochemikéw trud-

komoébrek - wytrgca si¢ w Srodowisku kwasnym
- nierozpuszczalna w wodzie i chlorku sodu
- rozpuszczalna w wodorotlenku sodu

i fosforanie disodowym
. . - nie koaguluje podczas gotowania

FlltraC]a - rézni sie od znanych biatek

Analiza mikroskopowa
- reakcja ksantoproteinowa

t

Izolacja nukleiny

Nowe biatko?

Zmodyfikowana procedura izolacji
(usuniecie lipidéw cieptym alkoholem,
trawienie kwasnym ekstraktem zotgdka $wini-pepsyna)

Nukleina

Rycina 3. Procedura izolacji nukleiny opracowana przez Mieschera, Mozna wyr6zni¢ dwa etapy: przygotowanie komo-
rek oraz izolacje nukleiny poprzedzong uzyskaniem jader komérkowych. Ze wzgledu na brak odpowiedniego sprzetu,

procedura wymagata wiele pracy i czasu.

i najblizszymi produktami przemian, stopniowo pomoze
zdja¢ zastone przystaniajacg wewnetrzny proces wzrostu
komorki" [11], Dzisiaj wiadomo, ze byly to prorocze stowa,
ale w czasach Mieschera nikt nie potrafit uchwyci¢ znacze-
nia tego odkrycia.

DNA MATERIALEM GENETYCZNYM

Wiele naukowych odkryé dokonano spontanicznie, tak
jak w przypadku Fredericka Griffitha i transformacji gene-
tycznej. Byt on brytyjskim lekarzem wojskowym, ktéry po-
szukiwat szczepionki na zapalenie ptuc w okresie pandemii
grypy Hiszpanki, ktéra zabita blisko 50 milionéw ludzi pod
koniec | Wojny Swiatowej [12]. Pracowat z dwoma szcze-
pami Streptococcus pneumonicie: niewirulentnym szczepem
R (ang. rough), nie posiadajagcym otoczki polisacharydowej
oraz chorobotwdérczym szczepem S (ang. smooth), ktéry ja
posiadat [13]. Wprowadzenie do myszy szczepu S powo-
dowato zapalenie ptuc i Smieré w ciggu kilku dni, podczas

Postepy Biochemii 55 (3) 2009

nym do zaakceptowania byt
poglad, ze czgsteczka o tak pro-
stej strukturze jak DNA moze
stanowié¢ materiat genetyczny.
Powszechny byt bowiem po-
glad, ze geny zbudowane sg z
biatek [15]. Przetlomowe zna-
czenie odkry¢ Griffitha i Avery-
'ego potwierdza fakt, ze zjawi-
sko transformacji przy pomocy
dostarczonego z zewnatrz ma-
terialu genetycznego stanowi
podstawe wspétczesnej biologii
molekularnej, inzynierii gene-
tycznej i biotechnologii.

Kluczowg role dla rozwoju biologii molekularnej odegra-
ty badania nad bakteriofagami iwirusami. W 1922 roku Her-
mann Muller jako pierwszy poréwnat bakteriofag do genu,
a rok pozniej fitofizjolodzy Benjamin Duggar i Joanne Kar-
rer Armstrong dostrzegli podobienstwo pomiedzy genem
a wirusem mozaiki tytoniu (TMV, ang. tobacco mosaic virus)
[16]. W 1952 roku potwierdzono, ze DNA stanowi materiat
genetyczny fagéw [17]. Wykazano, ze po przytaczeniu sie
czastki faga T2 do komorki bakteryjnej, wiekszos¢ fagowe-
go DNA zostaje wprowadzona do komorki, pozostawiajac
biatkowy ptaszcz na zewnatrz. Doswiadczenia te potwier-
dzity, ze wirusowy DNA moze byé czynnikiem transformu-
jacym zaréwno komorki bakteryjne jak i eukariotyczne.

STARY DOBRY GEN

Na poczatku XX wieku Archibald Garrod zauwazyt, ze
niektore defekty metaboliczne wynikaja z zablokowania
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okreslonych etapow szlakéw biochemicznych [18]. Obser-
wacje te pozostaty niedocenione do czasu izolacji mutantéw
Neurospora przez George Beadle i Edwarda Tatuma [19]. Re-
zultatem ich pracy byta koncepcja ,,jeden gen —jeden en-
zym*, ostatecznie potwierdzona w latach 50-tych XX wieku
[20]. W 1906 roku William Bateson podczas konferencji po-
Swieconej ,,hybrydyzacji i udoskonalaniu roslin" zapropono-
wal, zeby dziat biologii, zajmujacy sie studiowaniem dziedzi-
czenia i zmiennosci nazywac genetyka [1], Trzy lata pdzniej
botanik Wilhelm Johanssen dla ujednolicenia terminologii
genetycznej, wystapit z koncepcja ,,fenotypu" i ,,genotypu”
oraz po raz pierwszy uzyt terminu ,gen" w odniesieniu do
Mendlowskich czynnikdéw dziedziczenia. Zastapit réwniez
okre$lenie Batesona ,alleomorf”, stowem ,allel" w odniesie-
niu do réznych alternatywnych form genu. Terminy te po raz
pierwszy uzyto podczas Miedzynarodowego Kongresu Ge-
netycznego w Berlinie, we wrzes$niu 1927 roku [1].

Jednym z przetomowych odkryé w historii DNA byto
stwierdzenie przez Waltera Suttona, Theodora Boverii Tho-
masa Hunta Morgana, ze geny sg w fizycznie istniejgcymi
jednostkami utozonymi liniowo w $cisle okre$lonych miej-
scach na chromosomach [21]. Nastepnie Morgan okreslit
gen jako jednostke dziedziczenia niepodzielng w procesie
rekombinacji, zlokalizowang w loci pary chromosomoéw ho-
mologicznych, ktéra moze ulega¢ mutacji i przynalezy do
jednostki sprzezenia [22]. Te pierwsze wyobrazenia o natu-
rze gendw uzyskane w poczatkowym okresie rozwoju ge-
netyki zostaty doprecyzowane obecnie w wyniku rozwoju
technik biologii molekularnej. Odkrycie proceséw sktadania
gendw (ang. splicing), alternatywnego sktadania oraz innych
elementow struktury i funkcji genu pokazato niesp6jnosé
dotychczasowej definicji genu. W 2004 roku konsorcjum
badawcze ENCODE (ang. Encyclopedia of DNA elements)
zatozone w 2003 roku przez Narodowy Instytut Badan Ge-
nomu (NHGRI, ang. National Genome Research Institute) w
USA opublikowato swoje plany stworzenia listy wszystkich
elementéw funkcjonalnych sekwencji DNA cztowieka, w
tym gendéw kodujacych inie kodujgcych biatek, elementow
regulatorowych oraz sekwencji odpowiedzialnych za struk-
ture i dynamike chromosomoéw [23], Inicjatywa ENCODE
wydaje sie by¢ kontynuacjg ukofnczonego w kwietniu 2003
roku Projektu Poznania Genomu Cztowieka i obejmuje za-
gadnienia genomiki funkcjonalnej. Zaproponowano nowg
definicje genu jako zwigzku sekwencji genomowych kodu-
jacych spdjny zestaw potencjalnie naktadajacych sie funk-
cjonalnych produktow [24].

DNAIRNA

Wystepowanie dwoch rodzajow kwaséw nukleinowych
(nazwe zaproponowat R. Altman w 1889 roku) zasugero-
wato odkrycie przez Phoebusa Levene rybozy w 1909 r.
i deoksyrybozy w 1929 r. [25], Na poczatku lat 30-tych
stwierdzono, ze RNA i DNA wykazujg r6zne witasciwosci
w $rodowisku zasadowym i faktycznie stanowiag odrebne
klasy czasteczek [26], Odkrycie genetycznych funkcji RNA
wirusa mozaiki tytoniu (TMV) przypisuje sie Amerykani-
nowi Heinzowi Fraenkel-Conratowi oraz Niemcom Alfre-
dowi Giere oraz Gerhardowi Schramm, ktérzy niezaleznie
doszli do tych samych wnioskow w 1956 roku [27]. Jednak-
ze juz w 1948 roku Roy Markham, Kenneth Smith i Richard
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Matthews oczyscili i scharakteryzowali wirus z6ttej mozaiki
rzepy (ang. turnip yellow mosaic virus, TYMV) i po raz pierw-
szy pokazali, ze RNA decyduje o infekcyjnosci i zdolnosci
do powielania sie wirusa [27].

W latach 50-tych XX wieku pokazano, ze RNA charakte-
ryzuje sie znacznie bardziej ztozong strukturg niz DNA [28],
W 1956 roku uzyskano obraz dyfrakcyjny podwojnej heli-
sy RNA dla zhybrydyzowanych nici poli(A) i poli(U) [29].
Zaproponowano, ze RNA bierze udziat w przenoszeniu
informacji genetycznej z DNA do cytoplazmy i sterowaniu
synteza biatek. W 1960 roku doswiadczalnie potwierdzono
mozliwo$é bezposrednich oddziatywan RNA i DNA [30]
oraz reasocjacji rozdzielonych w wyniku tremicznej dena-
turacji komplementarnych nici DNA [31]. DwadzieScia lat
pézniej okreslono strukture hybrydy RNA-DNA [32]. Od-
krycia te staly sie podstawa wielu nowoczesnych technik
eksperymentalnych biologii molekularnej. W 1967 r. ziden-
tyfikowano oddziatywania komplementarnych sekwencji
DNA i RNA (tzw. strategia antysensowa) [33], ktdrej funk-
cjonalno$¢ wykazano in vitro 10 lat pézniej z wykorzysta-
niem syntetycznych oligonukleotyddw [34], W 1960 roku
Samuel Weiss wykazat, ze RNA jest syntetyzowany na
matrycy DNA przez polimeraze RNA wykorzystujac tri-
fosforany rybonukleozydéw; udowodnit, ze DNA i RNA sg
komplementarne [1]. Rok pdzniej Francois Jacob i Jacques
Monod scharakteryzowali informacyjny RNA (mRNA, ang.
messenger RNA) [1], Pierwszym kwasem nukleinowym, dla
ktérego poznano sekwencje nukleotydowg byt transferowy
RNA specyficzny dla alaniny [35].

CHARGAFF | SKELAD ZASAD DNA

Wczesne badania wykazaty, ze kwasy nukleinowe zawie-
rajg dwie zasady purynowe i dwie pirymidynowe w przy-
blizeniu w réwnomolarnych proporcjach [36]. Przez wiele
lat uwazano, ze kwasy nukleinowe sg stosunkowo matymi
czasteczkami sktadajgcymi sie z jednego powtdrzenia kaz-
dego nukleotydu, tworzac tetranukleotyd [26]. Hipoteza
tetranukleotydu sformutowana w 1931 roku stata sie im-
pulsem dla podjecia systematycznych badan nad sktadem
zasad w DNA przez Erwina Chargaffa [37], Duzy wplyw
na jego badania miata praca Raphaela Consdena dotyczga-
ca wykorzystania metod chromatograficznych do analizy
biatek i rozdziatu aminokwaséw [38], Techniki te mozna
byto wykorzystaé rowniez do analizy puryn i pirymidyn w
kwasach nukleinowych [39,40], Prace Chargaffa dotyczace
sktadu zasad w DNA z r6znych organizméw, oraz ré6znych
tkanek tego samego gatunku nie potwierdzity zatozen hipo-
tezy tetranukleotydowej [26]. W swojej autobiografii ,,He-
raklitowy ogien" Chargaff podsumowat swoje osiggniecia
nastepujaco: ,,Regularno$ci sktadu DNA, ktére niektorzy
przyjaciele okreslili jako ,,zasady Chargaffa" sg nastepujace:
(@) suma puryn (adeniny i guaniny) réwna sie sumie piry-
midyn (cytozyny i tyminy), (b) stosunek molarny adeniny
do tyminy réwna sie 1, (c) stosunek molarny guaniny do
cytozyny réwna sie 1, (d) liczba grup 6-aminowych (adeni-
na icytozyna) jest rowna ilosci grup 6-ketonowych (guanina
i tymina)" [43], Arthur Mirsky w 1943 roku zauwaz)?d, ze
liczba puryn wydaje sie by¢ zawsze réwna liczbie pirymi-
dyn (czyli A+G = C+T lub (A+G)/(C+T) = 1) [41], Obser-
wacje te zostaty poczatkowo zignorowane przez Chargaffa,
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ktory okreslit je jako ,bez znaczenia" czy ,,przypadkowe
[42], Niestety Chargaff nie przewidziat komplementarnosci
zasad, kluczowej cechy DNA, ktoéra stata sie podstawg za-
proponowanego przez Watsona i Cricka modelu podwojnej
helisy. To niepowodzenie pozostawito go rozgoryczonym
do konca zycia [26],

STRUKTURA DNA | CENTRALNY DOGMAT
BIOLOGII MOLEKULARNEJ

Zastosowanie dyfrakcji promieni X do badan DNA wy-
kazato, ze ma on uporzadkowang i powtarzalng strukture.
Fakt ten zachecat do budowania modeli jego struktury [44],
W 1949 roku Sven Furberg rozwigzat strukture krystaliczng
deoksycytydyny [45]. Pieciocztonowy pierscien cukrowy
wystepuje w dwéch formach: C3'-endo (wystepujace w A-
DNA) i C2'-endo (wystepujagce w B-DNA) [44], W struktu-
rze okreslonej przez Furberga, deoksyryboza miata konfor-
macje C3'-endo, dlatego poczatkowo zaproponowano mo-
del A-DNA.

Zainteresowanie Jamesa Watsona czasteczkg DNA
uksztattowaty sie pod wptywem tzw. ,grupy fagowej"
zorganizowanej przez Maxa Delbrtick i Salvadora Luria.
Whrew powszechnie obowigzujgcej wowczas opinii uwa-
zali oni, ze DNA moze stanowi¢ materiat genetyczny. Po
wystuchaniu wyktadu Maurice'a Wilkinsa na konferencji
w Neapolu w 1951 roku, Watson zdecydowat podja¢ pra-
ce w laboratorium Maxa Perutza w Cambridge, w ktérym
stosowano techniki dyfraktometryczne do badan struktu-
ry. Pracujacy w King's College w Londynie, Maurice Wil-
kins, badajac DNA w Swietle spolaryzowanym zauwazyt,
ze jego witdékna zbudowane sg z dtugich, réwnolegle uto-
zonych czasteczek. Wilkins we wspotpracy z Raymondem
Goslingiem uzyskat w 1950 roku pierwszy czysty obraz
rozpraszania promieni X na krysztatach DNA (wynik ten
prezentowany byt na wspomnianej konferencji w Ne-
apolu). W styczniu 1951 roku do tego zespotu dotgczyta
Rosalind Franklin [46], Miata ona doSwiadczenie w pra-
cy z technikami dyfraktometrycznymi i umiata kontro-
lowa¢ wilgotnos¢ w komorze dyfrakcyjnej (uwodnienie
wiokien DNA), za pomocg nasyconych roztwordw soli.
Doprowadzito to do uzyskania obrazéw dyfrakcyjnych
dwoch rodzajow DNA, nazwanych pdzniej formami A
i B. W listopadzie 1951 roku Franklin na seminarium w
King's College (w ktorym uczestniczyt rowniez Watson)
na podstawie obrazéw dyfrakcyjnych wskazata na mozli-
wos¢ struktury helikalnej DNA zbudowanej z dwéch lub
trzech nici z resztami fosforanowymi na zewnatrz [46].
Na podstawie tych informacji Watson i Crick zbudowali
swoj pierwszy btedny model struktury DNA ztozony z
trzech zwinietych helikalnie nici, z resztami fosforano-
wymi utozonymi wewnatrz struktury i zasadami azoto-
wymi na zewnatrz.

W styczniu 1953 roku Franklin zauwazyta, ze forma A-
DNA moze zawiera¢ dwa, biegnace w przeciwnych kieun-
kach tancuchy. W lutym tego samego roku Watson i Crick
powr6cili do budowy znanego do dzisiaj modelu DNA. W
Nature z dnia 25 kwietnia 1953 roku pojawity sie trzy publi-
kacje dotyczgce struktury DNA: pierwsza Watsona i Cric-
ka [47], druga Wilkinsa, Stonesa i Wilsonsa [48], a trzecia
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Franklin i Goslinga [49], Poniewaz konformacja zapropono-
wanego modelu byta bardziej wtasciwa dla formy A-DNA,
Watson i Crick musieli zbudowaé¢ uzupetniajgcy model
struktury DNA [50], Po latach Francis Crick w rozmowach
z Aaronem Klugiem stwierdzit, ze Rosalind Franklin roz-
wigzataby sama strukture DNA, chociaz trwatoby to diuzej
[46]. Za odkrycie molekularnej struktury kwaséw nukleino-
wych Francis Crick, James Watson i Maurice Wilkins otrzy-
mali Nagrode Nobla w 1962 roku.

Pierwszg alternatywng strukture DNA, lewoskretng heli-
se Z-DNA odkryt Alexander Rich w MIT (ang. Massachusetts
Institute of Technology) w 1979 roku [51]. Odkrycie innych
form DNA: w ksztakcie krzyza (ang. cruciform), trojniciowe-
go H-DNA, czteroniciowych G-kwartetow oraz stabilnie
rozwinietego DNA nastgpito w nastepnej dekadzie [52],
Wiekszos¢ z tych struktur powstaje przejsciowo podczas
réznych proceséw genetycznych i nie stanowi stabilnych
elementéw budowy genomu.

W 1957 roku na corocznym spotkaniu Towarzystwa Bio-
logii Eksperymentalnej, Francis Crick zaproponowat hipo-
teze czasteczki adaptorowej posredniczacej w biosyntezie
biatka na rybosomach i sformutowat tzw. centralny dogmat
biologii molekularnej [53,54]. Wedtug tej hipotezy kwasy
nukleinowe sg zrodtem jednokierunkowego przeptywu
informacji ostatecznie okreslajacej biatka, gdzie DNA jest
matrycg do syntezy RNA, a ten do biosyntezy biatka w pro-
cesie translacji. Trzeba podkresli¢, ze juz na poczatku lat
50-tych XX wieku, ze kwasy nukleinowe stanowig matryce
do syntezy biatka [55]. Interpretacja centralnego dogmatu
byta kwestig sporng, poniewaz ograniczano go do nakazu
przeptywu informacji od DNA do RNA iod RNA do biatek,
podczas gdy wedtug najbardziej oczywistego rozumowania
centralny dogmat jedynie zabrania pewnych form przeka-
zywania informacji, czyli od biatek do biatek i od biatek do
kwasow nukleinowych [54], Wedtug Francisa Cricka moz-
na byto rozr6znié trzy typy przenoszenia informacji: ,,mato
prawdopodobny" od biatek do kwaséw nukleinowych,
»-mozliwy" od RNA do DNA iod DNA do biatek oraz ,,zna-
ny" (jak od DNA do RNA i dalej do biatek, a takze auto-
transfer DNA i RNA) [54], Crick wspierat rozwijajacy sie od
lat 20-tych XX wieku poglad, ze w procesach biologicznych
centralng role odgrywa gen [54],

Podstawowa zasada ,.centralnego dogmatu" pozostaje
niezmienna do dzisiaj chociaz byta czeSciowo modyfikowa-
na. W 1956 roku okazato sie, ze materiatem genetycznym
wirusa mozaiki tytoniu (TMV) jest RNA [56], Nieco pozniej
odkryto odwrotng transkrypcje, co nagrodzono Nagroda
Nobla dla Dawida Baltimore'a i Howarda Temina w 1975
roku [57]. W latach 70-tych zidentyfikowano introny i eks-
ony, co doprowadzito do odkrycia procesu skiadania [58],
W tatach 80-tych odkryto mechanizm rdznicowego ciecia i
sktadnia mMRNA [59] oraz r6zne typy dojrzewania mRNA
[60], co uniemozliwito przewidywanie w petni sekwencji
aminokwaséw w biatku tylko na podstawie znajomosci
sekwencji DNA. Kolejne kontrowersje wzbudzito odkrycie
prionéw [61] i dziedziczenia epigenetycznego [62], Jednak-
ze 50 lat po pierwszym sformutowaniu, centralny dogmat
jest postrzegany jako jedna z przetomowych idei biologii
molekularnej [54].
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KORNBERG - OJCIEC ENZYMOLOGII DNA

Odkrycie w 1955 roku polimerazy DNA odpowiedzial-
nej za zalezng od matrycy synteze DNA byto przetomowe
dla rozumienia replikacji, naprawy DNA itranskrypcji [63],
Przyczynito sie takze do opracowania techniki PCR i me-
tod sekwencjonowania DNA, bez ktdrych niewyobrazalny
bytby rozwdj wspdétczesnej biologii molekularnej i biotech-
nologii.

Arthur Kornberg pracujac w Narodowym Instytucie
Zdrowia (ang. National Institute of Health, NIH), zaintere-
sowat sie rozpuszczalnymi enzymami zaangazowanymi
w synteze ATP, a nastepnie metodami ich oczyszczania.
W 1955 roku nie byto jasne, w jaki sposéb syntetyzowany
jest DNA w komdrce. Byto kwestig sporng, czy powsta-
wat on w wyniku polimeryzacji z monomerow, czy tez
w wyniku przytagczania zasad do wcze$niej syntetyzo-
wanego rdzenia fosfocukrowego [63], Kornberg pokazat,
ze znakowane [1C] tymidyng czasteczki DNA byty roz-
puszczalne w $rodowisku kwasnym po potraktowaniu
DNAzg. Wykorzystujagc te metode zidentyfikowano po-
limeraze DNA oraz jej substraty czyli trifosforany deok-
synukleozydéw (dNTP) [63], Wyjasniony zostat sposob
dziatania enzymu, ktéry wykorzystuje starterowe DNA i
matryce do polimeryzacji dNTP 5'—3. Opisano réwniez
aktywnos$¢ egzonukleazy 3'—5' oraz scharakteryzowano
mechanizm tworzenie wigzan fosfodiestrowych [64-66],

Za odkrycie i badania nad polimerazag DNA, Artur
Kornberg wyrdzniony zostat w 1959 roku Nagroda No-
bla. W swoim wyktadzie powiedziat: ,DNA, jak tasma,
niesie specyficzne instrukcje do wykonania pracy. Mozna
uzyska¢ doktadne kopie tej tasmy, aby informacje mogty
by¢ uzyte ponownie w innym miejscu i czasie"l Cieka-
wostka jest, ze Kornberg byt jednym z siedmiu laureatow
Nagrody Nobla, ktérych dzieci takze otrzymaty to wy-
réznienie. W 2006 roku Roger Kornberg otrzymat Nagro-
de Nobla za badania molekularnych podstaw transkryp-
cji u Eukaryota.

W nastepnych latach uzyskano czyste preparaty enzy-
mow E. coli: DNA polimeraze Il, holoenzym DNA polime-
razy Ill, DNA polimerazy IV iV, natomiast enzym odkryty
przez Kornberganazwano DNA polimerazg | [67], Poniewaz
nie moze on inicjowac syntezy fancucha de novo zaintereso-
wano sie inicjacja replikacji. W ciggu dziesieciu lat Kornberg
zidentyfikowat i wykorzystat replisom do przeksztatcenia
jednoniciowej kolistej formy DNA faga 0X174 w dwunicio-
wag forme replikacyjna, co przyczynito si¢ do zrozumienia
wszystkich etapow replikacji chromosomu E. coli [68-70].
Mozliwo$¢ klonowania genow i postepujaca rewolucja w
biologii byta mozliwa dzieki wykorzystaniu enzymow od-
krytych przez Kornberga. DNA polimeraza | oraz jej ana-
logi staty sie kluczowymi reagentami technologii reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR) oraz wspotczesnych technik
sekwencjonowania DNA [63]. Ciekawostkg moze by¢ fakt,
ze Frederick Sanger wpadt na pomyst sekwencjonowania
DNA metodg ,dideoksy" czytajac rozdziatl poswiecony
DNA polimerazie | w ksigzce Kornberga [63].

'Fragmenty wyktaddw noblistéw pochodzga ze strony www.nobelprize.org
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SEMIKONSERWATYWNA REPLIKACJA DNA

Komplementarno$¢ zasad obu nici DNA zasugerowaty
mozliwy mechanizm kopiowania materiatu genetycznego.
Rozwazane byly trzy hipotezy. Pierwszy model replika-
cji semikonserwatywnej zaproponowany przez Watsona i
Cricka zaktadat, ze w trakcie syntezy nici macierzystej cza-
steczki DNA ulegaja rozdzieleniu i kazda z nich wchodzi
w sktad jednej z dwdch czasteczek potomnych [47], Model
replikacji konserwatywnej zaktadat zachowanie nienaru-
szonej macierzystej czasteczka DNA i tworzenie catkowicie
nowej czasteczki potomnej. Kolejna hipoteza zaktadala, ze
powstawatyby dwie czasteczki DNA, a kazda zawierataby
rozproszone fragmenty macierzystej czasteczki. Chociaz
pierwszy mechanizm wydawat sie bardziej prawdopodob-
ny, nie do konca byto jasne, jak mozna to potwierdzié [71].
Gtownym problemem byta topologia zwigzana z rozplata-
niem nici DNA. W 1958 roku potwierdzono, ze replikacja
zachodzi w spos6b semikonserwatywny [72], W procesie
tym kazda z nici DNA stanowi matryce dla syntezy nici
komplementarnej, w ktérej kolejnos¢ nukleotyddw okre-
$lona jest przez sekwencje zasad nici macierzystej. Kazda
czasteczka potomna zawiera jedng ni¢ matrycy ijedng no-
wodobudowang.

Meselson i Stahl wykorzystali fagowy DNA znakowany
5-bromouracylem (5BU) i analizowali materiat metodg wi-
rowania w gradiencie gestosci. Znakowany ,ciezki" DNA
osiadat w probdwce szybciej, na poziomie odpowiadajagcym
gestosci roztworu, podczas gdy ,lekki" DNA powinien mi-
growac¢ wolniej. Hodowle bakterii prowadzono na pozyw-
ce, w ktérej jedynym zrddiem azotu byt BNHACL Po wielu
pokoleniach rosngcych na tym podtozu, rozcieniczano je 10-
krotnie roztworem zawierajagcym 14NHA4CL, a hodowle kon-
tynuowano. Po wirowaniu DNA rodzicielski z pierwszej
probki znajdowat sie przy dnie probéwki w pozycji ciez-
kiego izotopu 1N (Ryc. 4). DNA pobrany po 20 minutach
hodowli na zmienionej pozywce znajdowat sie na wysoko-
Sci pomiedzy pozycja ciezkiego izotopu 1N, a lekkiego N
(kontroli). Dla pierwszego pokolenia obserwowano tylko
jeden prazek charakteryzujacy hybryd. Po nastepnym cyklu
podziatowym obserwowano dwa prazki -jeden hybrydowy
i drugi charakterystyczny dla lekkiego DNA, ktérego ilos¢
zwiekszata sie po kazdym cyklu replikacyjnym.

KOD GENETYCZNY

Sama struktura DNA, nie wyjasniata sposobu kodowa-
nia informacji i jej odczytywania. Rdzen fosfocukrowy ma
charakter regularny i niezmienny, niezaleznie od sekwen-
cji zasad. Poniewaz w diugiej czasteczce mozliwe sg r6zne
kombinacje, wydawato sie¢ prawdopodobne, ze to sekwen-
cja zasad stanowi kod niosacy informacje genetyczng [73].
W 1957 roku Crick zaproponowat hipoteze czasteczki ada-
ptorowej, ktéra ttumaczyta zdolno$¢ tRNA do ttumaczenia
informacji genetycznej [74], Gdyby reszta aminokwasowa
kodowana byta przez dwie zasady, mozliwych bytoby
jedynie 16 kombinacji, podczas gdy czteronukleotydowy
dawatby zbyt wiele mozliwosci. Jako najbardziej praw-
dopodobny rozwazano kod tréjkowy [75], ktory Crick

www.postepybiochemii.pl


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

7

~r
i
-~
3

14 \ (& 14
N “N N
20 minut 40 minut

I1zolacja DNA

Wirowanie w gradiencie CsCI

) o)
<
Wyniki
—
— e
—
DNA Pierwsze pokolenie Drugie
wyijsciowe "hvbrvdowe" pokolenie

Rycina 4. Doswiadczenie Meselsona i Stahla. Bakterie hodowano na pozywce
zawierajacej sol azotowg z ciezkim izotopem BN. Nastepnie bakterie przeszcze-
piono do pozywki zawierajacej zrédto azotu wytacznie MN i hodowano przez 20
minut (uzyskujac pierwsze pokolenie) i 40 minut (uzyskujac drugie pokolenie).
DNA izolowano i wirowano w gradiencie chlorku cezu. W zalezno$ci od zawar-
tosci poszczegolnych izotopéw azotu, prazek DNA znajdowat sie na okres$lonej
wysokos$ci w probéwce.

skomentowat w trakcie uroczystosci wreczania Nagrody
Nobla w 1962 roku: ,nie jest nierozsadnym mie¢ nadzieje
(...), ze kod genetyczny bedzie w petni poznany w wyniku
eksperymentow najblizszych kilku lat". Stowa te okazaty
sie prorocze. Hipoteza zostata poparta doSwiadczeniami
in vivo z wykorzystaniem zmiany ramki odczytu podczas
translacji oraz invitro zwykorzystaniem aminoacylo-tRNA
rozpoznajacych okre$lone tréjki zasad [76,77]. Rozszyfro-
wywanie zasad kodowania kolejnych tréjek nukleotydow
doprowadzito w latach 1961-1965 do peinego poznania
kodu genetycznego oraz stworzenia jego reprezentacji w
postaci tabeli [78], W 1968 roku Marshall Nirenberg, Ro-
bert Holley i Gobind Khorana otrzymali Nagrode Nobla
za rozpracowanie kodu genetycznego i odkrycie jego roli
w syntezie biatek.
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SEKWENCJONOWANIE GENOMOW

Badania Fredericka Snagera nad insuling wykazaty, ze
biatka sktadajg sie z liniowych polipeptydéw zbudowanych
z reszt aminokwasowych potaczonych ze sobg w S$cisle
okreslonej kolejnosci oraz, ze dla struktury i funkcji makro-
czasteczek istotng role odgrywaje ich sekwencje [79]. Pio-
nierskie préby okreslanie sekwencji zasad w DNA natrafity
na szereg przeszko6d wynikajacych z podobiefstwa ré6znych
czasteczek DNA i problemu z ich rozdzieleniem, jak réw-
niez braku DNaz specyficznych dla poszczegélnych zasad.
Mniej probleméw przysporzyto sekwencjonowanie RNA,
ktore powiodto sie dla tRNAAajuz w 1965 roku [35],

W 1959 roku oczyszczono doktadnie pierwszg czastecz-
ke DNA z faga 0X174 [80], a rok p6Zniej DNA faga lamb-
da [81]. Rezultatem pierwszych préb sekwencjonowania
DNA byto uzyskanie czesSciowej sekwencji kohezyjnych
koncédw faga lambda [82], Odkrycie enzymow restrykcyj-
nych klasy drugiej [83] byto decydujgcym osiggnieciem
utatwiajagcym przygotowanie materiatow do sekwencjo-
nowania DNA. Metody oznaczenia sekwencji nie byty
wystarczajgco efektywne do czasu zaproponowania prze-
tomowej metody ,,plus minus" przez Fredericka Sangera,
z ktorej wywodzg sie systemy wspotczesne [84], Sanger
wykorzystat polimeraze DNA, specyficzne startery i zna-
kowane 3P nukleotydy w o$miu reakcjach, gdzie synteze
zatrzymano w sposéb zalezny od sekwencji, poprzez uzu-
petnianie tylko jednego z czterech fosforanéw deoksynu-
kleozydow (reakcja ,,plus") lub trzech z czterech (reakcja
»minus") [85]. Mieszaniny reakcyjne byly rozdzielane
elektroforetycznie w denaturujacym zelu poliakrylami-
dowym, a pozycje poszczegblnych zasad odczytywano z
autoradiogramow. W pojedynczym doswiadczeniu moz-
na byto okresli¢ sekwencje okoto 50 zasad [84]. Metodg
tg w 1977 roku okreslono petng sekwencje DNA genomu
faga 0X174 [86]. W tym samym roku Allan Maxam i Wal-
ter Gilbert opisali metode sekwencjonowania, w ktorej
DNA znakowany przy jednym koncu 3P byt chemicznie
modyfikowany i hydrolizowany. W pierwszej reakcji do-
chodzito do modyfikacji puryn (reakcja A+G), w drugiej
preferencyjnie adenin (A>G), w trzeciej pirymidyn (C+T),
a w czwartej cytozyn (C). Modyfikowane DNA ulegaty
chemicznej hydrolizie. Podobnie jak w metodzie ,plus
minus" sekwencja odczytywana byta z autoradiogramoéw
zeli poliakryloamidowych po rozdziale elektroforetycz-
nym mieszanin reakcyjnych [87].

W tym samym roku Sanger opracowat metode ,dide-
oksy", w ktérej wykorzystat trifosforany 2',3'-dideoksy
nukleotydow (ddNTP) prowadzace do zaleznej od se-
kwencji terminacji tancucha [88]. Metoda ta zostata wy-
korzystana do potwierdzenia sekwencji faga <bX174 w
1978 roku. Wraz z wprowadzeniem metod sekwencjono-
wania wykorzystujacych zele poliakrylamidowe, tempo
badan ulegto przyspieszeniu, pociggajac za sobg postep
technologiczny. Na poczatku lat 90-tych dtugos$¢ sekwen-
cji otrzymywanych metodg ,,dideoksy™ wzrosta z 100 do
400 nukleotydow [84].

Kolejny przetom stanowito wprowadzenie automaty-
zacji sekwencjonowania z wykorzystaniem znakowania

349



fluorescencyjnego [89]. Metoda ta zostata pierwszy raz
wykorzystana do okreSlenia sekwencji genu przez Craiga
Ventera [90], W 1992 roku Venter zatozyt Instytut Badan
Genomowych (TIGR, ang. The Institute for Genomie Rese-
arch) oraz firme Celera posiadajgcg 30 automatycznych
sekwenatorow ABI 373A oraz 17 robotéw ABI Catalyst
800 [84], Byta to prawdziwa fabryka, w ktérej pracowaty
zespoty ludzi ze $cisle okreSlonym zakresem zadan jak
przygotowanie matrycy, zeli i sekwencjonowanie [84],
Rok pdézniej centrum Sangera w Cambridge zostato prze-
mianowane na Wellcome Trust Sanger Institute z udzia-
tem Wellcome Trust i Medical Research Council. Od tej
pory ilo$¢ danych uzyskiwanych co roku wzrastata gwat-
townie. W latach 90-tych XX wieku poznano sekwencje
genomdw wielu wirusow, organelli, mikroorganizmow i
matych organizméw wielokomoérkowych [91]. Umozliwi-
to to rozw6j nowych kierunkdw badan, jak kontrola eks-
presji genow oraz poznawanie transkryptomu, proteomu,
interaktomu, metabolomu oraz genomiki nowotwordéw.
Powstata koncepcja komdrki jako zintegrowanego syste-
mu procesoréw informacyjnych [91].

Po trzech dekadach stosowania, metoda Sangera moze
by¢ stosowana do uzyskania odczytu sekwencji o dtugo-
§ci do okoto 1000 par zasad z doktadnoscig 99,999% iprzy
koszcie 0,5 dolara za zasade [92], Pojawienie sie nowych
technologii umozliwito redukcje kosztow iprzyspieszenie
procesu uzyskiwania danych. Czasopismo ,,Nature"ogto-
sito nowe techniki sekwencjonowania jako ,,Metode Roku
2007", gtdwnie ze wzgledu na szeroki zakres ich zastoso-
wan oraz fakt, ze wykroczyty one juz poza swoje orygi-
nalne zastosowanie. Istnieje wiele implementacji cyklicz-
nego sekwencjonowania, ktore zostalty w ostatnich latach
skomercjalizowane, takie jak sekwencjonowanie 454 (wy-
korzystane w Sekwenatorach Genomowych 454, Roche
Applied Science; Bazylea), technologia Solexa (wykorzy-
stana w Analizatorze Genomowym Illumina; San Diego),
platforma SOLID (Applied Biosystems:Foster City, CA,
USA), Polonator (Dover/Harvard) oraz technologia He-
liScope Molecule Sequencer (Helicos; Cambridge, MA,
USA) [92],

Interesujagcym jest fakt, ze Frederick Sanger jest jedng z
czterech os6b nagrodzonych dwukrotnie Nagroda Nobla.
Po raz pierwszy otrzymat jg w 1958 roku za prace nad
strukturg biatek, a w szczego6lnosci insuliny. Drugi raz
razem z Paulem Bergiem i Walterem Gilbertem uzyskat
jg w 1980 roku za wktad w okreslanie sekwencji kwasow
nukleinowych.

MANIPULACJE GENETYCZNE

W latach 60-tych XX wieku Gobind Khorana opraco-
wat pierwszg metode chemicznej syntezy oligonukleoty-
dow. Jednakze przetomowym momentem w badaniach
DNA byto opracowanie metody chemicznej syntezy
deoksynukleotydow na podtozu statym uzywajgc fosfo-
roamitydow [93], Rozwdj technik syntezy DNA dopro-
wadzit do opracowania metod automatycznych, ktére z
kolei umozliwito rozwo6j inzynierii genetycznej, sekwen-
cjonowania oraz techniki tancuchowej reakcji polimera-
zy (PCR). Pierwszy gen uzyskany metodami chemiczny-
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mi zostat zsyntetyzowany w laboratorium Khorany w
1972 roku [94],

Chociaz poznano strukture DNA, nie rozwigzano pro-
blemu zwigzanego z kontrolowang fragmentacjg diuz-
szych czasteczek. Specyficzne enzymy odkryto dopiero
pod koniec lat 60-tych wraz z badaniami restrykcji i mo-
dyfikacji DNA zaleznej od gospodarza w warunkach in-
fekcji bakterii fagiem A [95]. Okazato sie, ze modyfikacja
bakteryjnego DNA w okre$lonym szczepie moze chroni¢
przed infekcjg fagiem, ze wzgledu na szczegdlny wzor
metylacji i swoiste enzymy restrykcyjne. Byto to kluczo-
we odkrycie dla rozwoju inzynierii genetycznej. W 1972
roku Paul Berg stworzyt pierwszy rekombinowany DNA,
taczac dwa odcinki pochodzace z r6znych wiruséw [96].
Byly to wtasciwie narodziny inzynierii genetycznej. Nieco
pézniej Herbert Boyer i Stanley Cohen stworzyli pierw-
szy plazmid in vitro, udowadniajgc, ze mozna otrzymac
funkcjonalne produkty poprzez reasocjacje fragmentéw
uzyskanych poprzez hydrolize enzymami restrykcyjny-
mi wiekszych replikonéw oraz, ze mozna potagczy¢ dwa
plazmidy r6znego pochodzenia [97],

REAKCJA L ANCUCHOWA POLIMERAZY

W 1970 roku opisano zmodyfikowana wersje DNA poli-
merazy |z E. coli pozbawiong aktywnosci 5'—3 egzonukle-
azy, nazwang pozniej ,fragmentem Klenowa" [98]. Majac
to na uwadze Khorana opisat sztuczng replikacje DNA, z
wykorzystaniem dwoch starterowych oligonukleotydow i
matrycy, w ktdérej synteza DNA zachodzitaby w cyklicznej
reakcji z dodawaniem nowej porcji enzymu po kazdym cy-
klu [99], Idea ta nie byta jednak dalej rozwijana.

W 1969 roku Thomas Brock wyizolowat z gorgcych
zrodet w Yellowstone nowy gatunek bakterii, Thermus
aquaticus [100], Szes¢ lat p6zniej wyizolowano DNA po-
limeraze z T. aquaticus (Taq), ktéra, podobnie jak inne
enzymy z tej bakterii, wykazywata aktywno$é¢ w wyso-
kich temperaturach (okoto + 80°C) [101]. Termostabilnosé
Taq stata sie kluczem do opracowania metody amplifi-
kacji DNA w reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) po-
dobnej do tej zaproponowanej przez Khorane. Twdrca
metody PCR jest Kary Mullis, ktory wymyslit ja w 1983
roku, jak sam napisat ,,w trakcie nocnej jazdy samocho-
dem przez gory Kalifornii" [102], Otrzymat on Nagrode
Nobla w 1993 roku. Podczas wyktadu noblowskiego po-
wiedziat o swoich pierwszych przemysleniach na temat
PCR: ,Nagle rozwigzatem najbardziej irytujacy problem
chemii DNA. Obfito$¢ i wyréznienie. Z dwoma oligo-
nukleotydami, DNA polimeraza i czterema fosforanami
nukleozydow maogtbym mieé tyle DNA, ile bym zechciat
i mogtbym okresli¢ specyficzny fragment o sprecyzowa-
nej dtugosci, tatwy do odréznienia. To uczynito by mnie
stawnym. To zbyt proste. Kto$ inny zapewne to zrobit, a
ja na pewno o tym styszalem. Caly czas bysmy to robili.
Co mi umkneto?".

PROJEKT POZNANIA GENOMU CZt OWIEKA

Rozwdj technik klonowania i sekwencjonowania DNA,
ktéry dokonat sie w poczatku lat 80-tych XX wieku po-
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Rycina 5. Wzrastajagca liczba publikacji na temat DNA w bazie danych PubMed NCBI od roku 1900 do
6.01.2009 roku. Baze danych przeszukano z wykorzystaniem zapytania: ,,DNA" OR ,,nucleic acid" OR ,,nuc-
lein" OR ,,D.N.A.". Od 1950 roku mozna zaobserwowac zwigkszanie si¢ liczby publikacji, ale niemal 80% z

sumy 1054869 zostato opublikowanych w ciggu ostatnich 20 lat.

zwalat zaktadac, ze mozliwe bedzie okreslenie petnych
sekwencji genoméw w tym genomu czlowieka. ldea
podjecia wysitkow w tym kierunku narodzita sie w 1985
roku, podczas konferencji: ,,Czy mozemy zsekwencjono-
wac genom cztowieka?" na Uniwersytecie Kalifornijskim
Santa Cruz (UCSC) [91]. Na spotkaniu tym rozwazane
byty m.in. problemy rozdziatu chromosomoéw, tworzenia
fizycznych map naktadajacych sie fragmentow, polimor-
fizmu oraz potrzeby tworzenia zaawansowanych pro-
gramow komputerowych i rozwoju technologii. Koszty
przedsiewziecia zostaty oszacowane na okoto 3 miliar-
dy dolaréw dla genomu cztowieka (1 dolara za zasade).
Uwazano, ze jego realizacja wymaga¢ bedzie 15 lat pra-
cy, co w rezultacie okazato sie trafne [91]. W tym samym
roku odbyta sie pierwsza konferencja w Santa Fe dotycza-
ce okreslenia wykonalnosci inicjatywy poznania genomu
cztowieka, arozwazania trwaty az do roku 1990, kiedy to
Departament Energii USA (DOE) i NIH zaprezentowaty
Kongresowi USA 5-letni plan projektu poznania genomu
cztowieka [84], Rozpoczeta sie miedzynarodowa wspot-
praca w zakresie sekwencjonowania poszczego6lnych re-
gionéw genomu (USA, Europa iJaponia). Pod koniec lat
90-tych opublikowano pierwszg petng sekwencje ludz-
kiego chromosomu 22 [103], 25 czerwca 2000 roku w Wa-
szyngtonie prezydent Bill Clinton i premier Tony Blair
wspoélnie ogtosili uzyskanie wstepnej wersji sekwencji
genomu cztowieka w ramach projektu publiczno-prywat-
nego (NIH i Celera) [84], Wyniki zostaty opublikowane w
2001 roku w Science [104] i w Nature [105],

EPIGENETYKA | PROJEKT POZNANIA
EPIGENOMU CZLOWIEKA

W XIX wieku uwazano, ze dziedziczenie i rozwdj sta-
nowig tg sama problematyke, ale w pierwszej potowie XX
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(34,76%)
366650

3.61%) wieku, biologia rozwoju i genetyka sta-
460081 nowity odrebne dyscypliny [20]. Konrad

T Waddington, dobrze rozumiejgcy oba
obszary badan, zaproponowat dla nich
wspdlng dyscypline, ktorg nazwat epi-
genetyka [106]. Mozna jg okresli¢ jako
program genetyczny kierujgcy rozwo-
jem. Dla Waddingtona, nie réznita sie
ona jednak od embriologii [20], Poczat-
kow epigenetyki mozemy upatrywaé
w identyfikacji 5-metylocytozyny jako
sktadnika DNA pratkéw gruzlicy [107],
W 1948 roku Hotchkiss zaobserwowat
maty punkt na chromatogramach hy-
drolizatow DNA grasicy cielecej, ktéry
nazwat ,epicytozyng" [40]. Sugestia, ze
metylacia DNA moze mie¢ wptyw na
ekspresje gendw pojawita sie w latach
70-tych XX wieku [108, 109], W 1987
roku Robin Holliday zawezit rozumie-
nie epigenetyki do sytuacji, w ktorych
zmiany metylacji DNA decydujg o ak-
tywnosci ekspresji genéw [110]. Kolej-
ng zmodyfikowang zasadg wykrytg w
DNA byta N6-metyloadenina.

Postep w badaniach epigenetycz-
nych oraz nowe podejscia technolo-
giczne pozwolity na analizy wzorow metylacji w DNA
oraz modyfikacji histondw, zaangazowanych w struk-
ture i funkcje genomu cztowieka [111]. Duze zaintereso-
wanie tg dziedzing doprowadzito do powstania w 2005
roku projektu poznania epigenomu cztowieka (HEP, ang.
human epigenome project). Celem HEP jest identyfikacja
chemicznych zmian w elementach chromatyny, ktére
okreslaja funkcjonalno$¢é DNA oraz petniejsze zrozumie-
nie rozwoju fizjologicznego, starzenia, niekontrolowanej
ekspresji genéw w nowotworach oraz innych chorobach,
a takze wptywu srodowiska na zdrowie cztowieka, mimo
braku zmian w sekwencji DNA [111]. Obecna definicja
epigenetyki méwi, ze sg to badania zmian dziedzicznych
funkcji genomu, ktére nie zalezg od zmian w sekwencji
DNA [112]. Rozwijane technologie, takie jak okreslanie
profilu metylacji w oparciu o wykorzystanie zeli, macie-
rzy, sekwencjonowania, a takze bisulfidowy PCR, dajg
nadzieje na okreslenie wkrdtce pierwszego metylomu
[113]. Wsrod innych projektow i inicjatyw zwigzanych z
badaniami epigenetycznymi mozna wyré6zni¢ Epigenome
Network of Excellence (NoE), National Methylome 21
(NAME21), Epigenetic Treatement of Neoplastic Disease
(EPITRON), Highthroughput Epigenetic Regulatory Or-
ganization in Chromatin (HEROIC), Epigenetic Control
of the Mammalian Genome (GEN-AU), AACR Human
Epigenome Taskforce, Alliance for the Human Epig-
enome and Disease (AHEAD) oraz the NIH Roadmap:
Epigenomics [113].

DNA W XXI WIEKU
DNA zostat odkryty 140 lat temu, a biologia moleku-

larna w XIX wieku dopiero stwarzata swoje podstawy. XX
wiek przyniost ogromny postep wiedzy oraz rozwdj no-
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wych technik, ktére pozwolity na wyodrebnienie nowych
obszaréw badan, takich jak biotechnologia, medycyna
molekularna, kryminologia i inne. Liczba doniesien doty-
czacych DNA stopniowo wzrasta od poczatku XX wieku,
ale niemalze 80% prac z ponad miliona zostato opubli-
kowanych w ciggu ostatnich 20 lat (Ryc. 5). Wzrost zain-
teresowania badaniami DNA prawdopodobnie doprowa-
dzi do wielkich odkry¢ XXI wieku. Mozemy zgodzi¢ sie
z Phoebusem Levene, wielkim biochemikiem, ktory juz
w 1931 roku opisat swojg wizje przysztosci biochemii: ,,I
tak, krok po kroku, kolejne tajemnice zycia sg odkrywane.
Nie jest istotne, czy ludzki umyst kiedykolwiek osiggnie
stan wysycenia wiedzg dotyczacg doskonatos$ci zycia. Jest
jednak pewne, ze bunt biochemikéw przeciwko idei ogra-
niczenia ludzkiej ciekawos$ci bedzie postepowat. Bioche-
mia bedzie trwata tak, jakby wiedza, nawet ta dotyczaca
istoty zycia, byta dostepna dla ludzkiego pojmowania.
Przesztos¢ pokazata, ze rozwigzanie jednego problemu,
stawia kolejne pytania. Nowe odkrycia w fizyce, mate-
matyce, chemii teoretycznej, uzupeiniajg nowe narze-
dzia biochemii, nowe narzedzia do rozwigzania starych
problemoéw i stworzenia nowych. Tak diugo, jak istnieje
zycie, ludzki umyst bedzie tworzyt zagadki, a biochemia
odegra duzg role w ich rozwiktaniu™ [114].
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DNA: from Miescher to Venter and beyond

Marta M. Gabryelska, Maciej Szymanski, Jan Barciszewski
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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 Homo sapiens genome sequence is known. The "DNA breakthrough™ is dated on 1953, when James Watson and Francis Crick proposed
the model 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 DNA (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 DNA discoveries since its first isolation up to completing the human genome

project and deep DNA sequencing techniques application.
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WSKAZOWK I

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

Autorzy odpowiadajg za prawidtowos$¢ i$cistos¢ podawanych infor-
macji oraz poprawnos$¢ cytowanego piSmiennictwa. Ujecie prac winno
by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienia zilustrowane za pomocg
tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne, fotogra-
fie), w uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy
Autorzy zamierzajg wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane
przez autoréw cytowanych prac oryginalnych, do czego Redakcja za-
checa, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam zgode na przedruk, zaré6wno od
autorow, jak i z wydawnictwa. Niemniej konstruowanie oryginalnych
rycin izbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa jest row-
niez mile widziane. Przekazanie artykutu do redakcji jest rownoznacz-
ne z oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byfa publikowana ani nie
zostata zgtoszona do publikacji w innym czasopi$Smie, natomiast jezeli
zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”, jej publikacja w catosci
lub we fragmentach w innym czasopiSmie wymagac bedzie uprzedniej
zgody Redakcji.

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

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

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

WSKAZOWKI SZCZEGOLOWE:

Przed przystapieniem do napisania artykutu Autorzy sg prosze-
ni o zapoznanie si¢ z najnowszym numerem ,Postepéw Biochemii”,
aby przygotowaé¢ prace pod wzgledem edytorskim, jezykowym oraz
jakosci materiatu ilustracyjnego, ktére beda odpowiadaty aktualnym
wymogom Redakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem nauko-
wym, lecz zrozumiatym dla niespecjalistbw. Poprawno$¢ logiczna i
stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos$¢ i czytelno$¢. Auto-
rzy winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze
ogranicza¢ stosowanie skrétéw nawet, jesli bywaja uzywane w pra-
cach specjalistycznych. Kazda z prac nadestanych do Redakcji podlega
ocenie specjalistdw i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega
sobie prawo dokonania skrécenia tekstu i wprowadzenia koniecznych
zmian, ré6wniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

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

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

W skazany jest podziat artykutu na nienumerowane rozdziaty i pod-
rozdziaty.

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

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

PiSmiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cytowan orygi-
nalnych prac, odsytajac czytelnikéw w miare mozliwos$ci do artykutéw
przegladowych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyzej 70 publika-
cji, w wiekszos$ci pochodzacych z ostatnich 10 fat. Wykaz pisSmiennic-
twa obejmuje prace w kolejnosci ich cytowania. W tekscie, zaznacza
sie je liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26], Spos6b cytowania prac oryginalnych (1) i przegladowych
(2), ksiazek (3), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych (4), rozdziatéw
z toméw serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja
ponizej podane przykfady:

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. Dotowy K, Szewczyk A, Pikuta S (2003) Btony biologiczne, Wydawnictwo Nauko-
we Slask, Katowice, Warszawa

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

5. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja korica 5'
(KAPU) mRNA 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, Poznan, str. 143-179

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

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

Prace w formie elektronicznej prosimy przesyta¢ na adres:
postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowiedniego opro-
gramowania, prosimy o przystanie pracy na dyskietce lub ptycie CD;
zabezpieczonej przed uszkodzeniem w czasie transportu, na adres:

Stawomir Pikuta

redaktor naczelny kwartalnika ""Postepy Biochemii™

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Optata za druk: Zgodnie z decyzjg Zarzagdu Gtéwnego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo
pobiera od Autoréw optate, pokrywajaca czeSciowo koszt druku arty-
kutu. Oplata za wydrukowanie jednej strony artykutu wynosi 150 zt.
Szczeg6towe informacje zamiescilismy pod adresem:

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm
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DNAdo 3 prostych krokéw: BIND - WASH - ELUTE.

Nie wymaga precypitacji etanolem, a oczyszczone DNA jest natychmiast gotowe do dalszych aplikacji.
Zestawy do oczyszczania dostepne sa w trzech réznych formach w zaleznosci od sposobu wigzania
macierzy.

Opatentowanatechnologia turbo cartridge.
Nieregularny ksztatt sktadnikow ztoza GLASSMILK® osadzonego w filtrze oraz odpowiednia grubos¢
filtraznacznie zwigkszajg catkowitg zdoInos$¢ wigzania DNA.

Cartridge Turbo

Specjalnie zaprojektowana pokrywka wktadu pozwala na dodawanie
roztworu #1 bez cigglego otwierania i zamykania probowki.
Drugi otwor #2 w pokrywce umozliwia usuwanie przefiltrowanego
roztworu z probéwki zbiorczej bez wyciggania wktadu z filtrem.

assembled unit

(top w/closed lid)
Zakres wielkosci .
Tlose Rodzaj
Nr kat. Produkt reakcji oczyszczonego materiatu Format Metoda
produktu
1102200 GENECLEAN® Turbo 50
roztwor membrana GENECLEAN® wirowanie
100 pz - 300 kpz .
1102400 GENECLEAN® Turbo 100 p p 1ub zel 2 macierza w filtrze typu SPIN lub préznia
1102600 GENECLEAN® Turbo 300
1103200 GENECLEAN® Turbo for PCR 50
. membrana GENECLEAN® wirowanie
1103400 GENECLEAN® Turbo for PCR 100 100 pz -10 kpz roztwar Z macierza w filtrze typu SPIN lub préznia
1103600 GENECLEAN® Turbo for PCR 300
1104200  GENECLEAN® Turbo 96 1x96 membrana GENECLEAN® wirowanie
100 pz - 300 kpz roztwor zmacierzg na 96 dotkowej lub préznia
1104400  GENECLEAN® Turbo 96 4x96 plytce P
1001200 GENECLEAN® Kit 200
1001400  GENECLEAN® Il Kit 300 200 pz - 20 kpz rﬁfbt";’eolr GENECLEAN® zawiesina wirowanie
1001600 GENECLEAN® III Kit 600
1101200 GENECLEAN® SPIN Kit 50
1101400  GENECLEAN® SPIN Kit 100 200 pz - 300 kpz rl"uzg";’;r f'?i'\l‘t'fcs';'fﬁ“@) zawiesina wirowanie
1101600 GENECLEAN® SPIN Kit 300
1005200  MERmaid® Kit 200 10 pz - 300 pz rﬁf;";’;r GLASSFOG® zawiesina wirowanie
1105200  MERmaid® SPIN Kit 25 roztwér  GLASSFOG® zawiesina ) )
10 pz - 300 pz 1ub zel +filtr SPIN wirowanie
1105600 MERmaid® SPIN Kit 150
1007200 RNaid® Kit 200 75z-10 kz roztwér RNAMATRIX® zawiesina wirowanie
1107200  RNaid® SPIN Kit 200 752-10 kz lub zel ?';‘ﬁ':"é;ﬂ)@ zawiesina wirowanie

Wiecej informaciji:
www.mpbio.com

abo Grazyna Tarnowska Boreysza
ul. Podlesna 6a, 80-255 Gdansk
Q b N\ Biuro: ul. Wichrowe Wzg6rze 123, 80-293 Gdansk
tel.: (58) 341 21 43; fax: (58) 520 33 80
e-mail: abo@abo.com.pl; www.abo.com'.pl
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Merck Sp. z o.o. N f
Aleje Jerozolimskle 178 Ovag er Czy firma Merck moze poprawié
02-486 Warszawa

tel.: 022 53 59 770 proces dializy prébek?
fax: 022 53 59 945

dzial.handlowy@merck.pl

www.merck-chemicals.pl D_TubeTM d I al I Z e ry

zapewniajg wysoki odzysk biatek,
oraz tatwg jednoetapowa dialize

bez uzycia dodatkowego sprzetu.

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

Cechy i korzysci:

e Przeznaczone do wymiany buforu oraz usuwania
mocznika i detergentéw z probek.

e Dializa prébek o objetosci od 10 pl do 20 ml.

Idealne do elektroelucji biatek, komplekséw
biatko-biatko lub biatko-DNA, oligonukleotydéw oraz
DNA i RNA z zeli PAGE (1D i 2D) i agarozowych (tylko
pojemnos$ci od 10 pl do 3 ml).

tatwa jednoetapowa dializa nie wymaga uzycia

strzykawek ani innego dodatkowego sprzetu.

Duza powierzchnia dializy ultra-czystych membran,
pozbawionych siarki i metali ciezkich.

- ROzne wartosci punktu odciecia od 3,5 kDa do 14 kDa.
Wysoki wskaznik odzysku prébek po dializie > 97%.

Wysoki odzysk probek po elektroeluciji:
*60% odzysk biatek w mniej niz 2 h,
*90% odzysk oligonukleotyddéw, RNA i DNA
o dtugosci od 15 nt do 80 kbp.

e Dializery pozbawione sa DNaz, RNaz i proteaz.

} Prébki oczyszczone po elektroelucji moga by¢é uzywane
w dalszych aplikacjach np.: MALDI-MS i HPLC.

Zapraszamy do sklepu internetowego

httpS://mecomm.merck.pl

IMERCK
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