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Z głębokim żalem zawiadamiamy, 
że w dniu 2 października 2001 roku zmarł w Lublinie

Profesor dr hab. n. med. Tomasz Borkowski

wybitny uczony, lekarz i biochemik,

wychowawca wielu pokoleń lekarzy medycyny, całe życie związany 
z ziemią lubelską, wieloletni Kierownik Katedry i Zakładu Chemii 
Fizjologicznej oraz Prorektor do spraw studenckich Akademii 
Medycznej w Lublinie, członek wielu Towarzystw Naukowych. 
Szczególnie zasłużony działacz i Członek Honorowy Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego.
Aktywny do końca swego życia, służył swym doświadczeniem i 
pomocą, był dobrym i życzliwym człowiekiem.

Pozostajemy zasmuceni 
Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 

Redakcja Kwartalnika „Postępy Biochemii”

http://rcin.org.pl



Profesor Tomasz Ludwik Borkowski urodził się 
1 marca 1925 roku w Łabuniach w powiecie 
zamojskim. Do szkoły podstawowej uczęszczał w 
Łabuniach, skąd jako aktywny harcerz został 
wydelegowany w roku 1935 na Światowy Zlot 
Harcerski do Spały i uczestniczył w defiladzie przed 
prezydentem Ignacym Mościckim. Do czasu 
wybuchu wojny uczęszczał do Gimnazjum w 
Zamościu. W roku 1938 stracił ojca. Wybuch wojny 
przerwał naukę, wojska niemieckie spaliły dom 
rodzinny, rozpoczęła się akcja wysiedleńcza 
Zamojszczyzny. Warunki okupacji zmusiły młodego 
chłopca do podjęcia pracy w gorzelni, był tam 
praktykantem. Podczas okupacji angażował się 
czynnie w działalność konspiracyjną, uczestniczył w 
zorganizowanej przez dowództwo okręgu AK szkole 
podoficerskiej w obozie leśnym pod Zwierzyńcem, 
brał udział w kilku akcjach bojowych oddziału.

Po wyzwoleniu podjął przerwaną naukę w Gimna
zjum i Liceum Towarzystwa Szkoły Średniej w 
Lublinie, gdzie w roku 1946 uzyskał świadectwo 
dojrzałości i został przyjęty na Wydział Lekarski 
Uniwersytetu Marii Curie Skłodowskiej. Pierwsze 
dwa lata studiów medycznych zakończył z 
wyróżnieniem. W roku 1948, jeszcze w trakcie 
studiów, rozpoczął pracę w Katedrze i Zakładzie 
Chemii Fizjologicznej pod kierunkiem profesor 
Janiny Opieńskiej-Blauth. Miało to decydujący 
wpływ na Jego dalsze drogi życiowe. Prowadzony i

inspirowany przez Profesor Opieńską zespół 
młodych ludzi oprócz działalności dydaktycznej 
rozpoczął dynamiczne badania naukowe. W zespole 
tym pracowała również studentka Wydziału 
W eterynaryjnego UMCS, Irena Madecka, od roku 
1949 żona Tomasza Borkowskiego. W roku 1951 
uzyskał On tytuł lekarza medycyny oraz stopień 
doktora nauk medycznych. Zatrudniony nadal w 
Zakładzie zwyczajowo określanym jako medycyna 
teoretyczna współpracował z Zakładami tak zwanej 
medycyny praktycznej. Pod kierunkiem Profesora 
Alfreda Tuszkiewicza specjalizował się w zakresie 
chorób wewnętrznych i przeprowadzał badania o 
charakterze kliniczno-analitycznym. W roku 1956 
przebywał na 3-miesięcznym stażu naukowym w 
pracowniach biochemicznych w Paryżu, Lille 
i Marsylii. W roku 1959, po przedłożeniu pracy pt. 
„Czynniki stymulujące oddychanie tkanki mózgowej 
in vitro”, uzyskał stopień kandydata nauk 
medycznych. Nawiązane kontakty naukowe z 
ośrodkami biochemicznymi we Francji 
zaowocowały przyznaniem przez Centre Nationale 
de Recherche Scientifique stypendium naukowego, 
które pozwoliło Tomaszowi Borkowskiemu przez 
rok pracować w Instytucie Chemii Biologicznej 
Wydziału Lekarskiego w Strasburgu pod kierunkiem 
Profesora P. Mandla. Prowadził tu badania nad 
kwasami nukleinowymi ośrodkowego układu 
nerwowego i wykazał po raz pierwszy obecnośćhttp://rcin.org.pl



DNA w mitochondriach komórek mózgowych. Po 
powrocie do kraju i przedłożeniu rozprawy 
habilitacyjnej na temat: „Kwasy nukleinowe w 
układzie nerwowym” uzyskał stopień doktora 
habilitowanego oraz tytuł i stanowisko docenta już w 
1962 roku. Równolegle z pracą badawczą w 
Zakładzie Chemii Fizjologicznej, docent kierował 
od 1961 roku pracą Centralnego Laboratorium 
Klinicznego i prowadził badania w dziedzinie 
biochemii klinicznej.

W roku 1965, z chwilą odejścia na emeryturę 
Profesor Janiny Opieńskiej-Blauth, w wyniku 
postępowania konkursowego został powołany na 
stanowisko kierownika Katedry i Zakładu Chemii 
Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lublinie, 
które piastował do chwili przejścia na emeryturę w 
roku 1995. Tytuł i stanowisko profesora 
nadzwyczajnego, nadany przez Radę Państwa 
uzyskał w 1970 roku, a profesora zwyczajnego w 
1975 roku. W latach 1972-1981 profesor dr hab. 
med. Tomasz Borkowski pełnił funkcję Prorektora 
ds. Nauki AM, w roku 1974 został powołany na 
członka Rady Głównej Szkolnictwa Wyższego i 
Techniki. Był długoletnim członkiem Rady 
Naukowej Instytutu Centrum Medycyny Doś
wiadczalnej i Klinicznej PAN w Warszawie oraz 
Instytutu Medycyny Pracy i Higieny Wsi w Lublinie.

Pół wieku aktywnego uczestnictwa Profesora 
Borkowskiego w życiu naukowym, dydaktycznym i 
organizacyjnym Akademii Medycznej w Lublinie 
został uhonorowane przyznaniem Mu honorowego 
doktoratu macierzystej Uczelni.

Profesor Tomasz Borkowski był członkiem wielu 
towarzystw naukowych. W latach 1971 -  1974 był 
Prezesem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, 
uczestniczył w wielu komisjach naukowych, a od 
roku 1992 także Członkiem Honorowym 
Towarzystwa. Należał do Polskiego Towarzystwa 
Lekarskiego, Polskiego Towarzystwa Diagnostyki 
Laboratoryjnej oraz Lubelskiego Towarzystwa 
Naukowego. Był też jednym  z członków założycieli 
International Society o f Neurochemistry.

Początkowe prace badawcze Tomasza 
Borkowskiego dotyczyły metabolizmu węglo
wodanowego u drobnoustrojów. Przy zastosowaniu 
różnych inhibitorów udało się między innymi 
wykazać, że bakterie Escherichia coli są zdolne 
metabolizować glukozę na drodze bezfosfo- 
rylacyjnej poprzez działanie oksydazy glukozowej. 
Identyfikacja metabolitów pośrednich wymagała 
opracowania i wprowadzenia współczesnych metod 
analitycznych w tym głównie metody chromatografii 
bibułowej. W owym czasie prace te miały charakter

pionierski w skali krajowej, a Zakład Chemii 
Fizjologicznej był centrum szkolenia w dziedzinie 
chromatografii bibułowej pracowników naukowych 
z innych pracowni. Z tego okresu pochodzą prace 
Profesora z dziedziny chromatografii bibułowej o 
charakterze metodycznym. Opisane wówczas 
metody analityczne znalazły szerokie zastosowanie 
w licznych laboratoriach naukowych i weszły w 
skład opracowań monograficznych lub podręcz
nikowych. Podsumowaniem tej działalności było 
opracowanie rozdziału do pierwszej w Polsce 
monografii pt. „Chromatografia” .

Równocześnie z wyżej opisanymi badaniami 
Profesor podjął czynną współpracę naukową z 
Klinikami Akademii Medycznej w Lublinie. Na 
szczególną uwagę zasługuje szerokie wprowadzenie 
do badań klinicznych metod chromatografii 
bibułowej oraz wczesne spopularyzowanie w Polsce 
metody immunoelektroforezy. Szereg opracowa
nych wówczas metod znalazło zastosowanie w 
bieżącej pracy diagnostycznej. Publikacje z tego 
zakresu zaistniały dzięki współpracy Profesora z 
klinicystami, m. in. poprzez działania Centralnego 
Laboratorium Klinicznego, którym kierował On 
przez pełne 40 lat.

Z tej dziedziny badań na szczególne podkreślenie 
zasługują prace dotyczące właściwości fizyko
chemicznych kolagenu ściany aorty w różnych 
warunkach fizjologicznych i patologicznych.

Podstawowym kierunkiem osobistych zaintere
sowań Profesora Tomasza Borkowskiego są badania 
dotyczące najogólniej pojętej struktury molekularnej 
centralnego układu nerwowego. Od roku 1953 
Profesor zajmował się problemem stymulacji 
procesów oddechowych w tkance mózgowej, meta
bolizmem kwasów nukleinowych w poszczególnych 
strukturach anatomicznych mózgu oraz w sub- 
frakcjach komórki nerwowej, charakterystyką 
zasadowych białek jąder i rybosomów mózgowych 
oraz autonomią metabolizmu nukleinowo-białko- 
wego w mitochondriach mózgowych.

Jakkolwiek Profesor Tomasz Borkowski związał 
całe swoje czynne życie naukowe i dydaktyczne z 
Akademią Medyczną w Lublinie, to jednak pracował 
okresowo w kilku laboratoriach francuskich i 
szwedzkich. W spółpraca z ośrodkiem bio
chemicznym w Strasburgu zaowocowała publikacją 
w Nature w roku 1961, w której stwierdzono po raz 
pierwszy, że DNA w komórkach nerwowych 
występuje również w strukturach pozajądrowych, 
takich jak  mitochondria. Bardzo istotne stało się 
ustalenie, że DNA mózgowia jest metabolicznie 
nieczynny. W „Nature” również opublikował jakohttp://rcin.org.pl



współautor artykuł na temat katabolizmu 
węglowodanów u bakterii. W trakcie badań nad 
kwasami nukleinowymi mózgu zostały opracowane 
nowe metody m.in. metoda jednoczesnej analizy 
składu nukleotydowego RNA i DNA, które 
wprowadzono do badań w laboratoriach krajowych i 
zagranicznych.

Mitochondralne kwasy nukleinowe były przed
miotem wielu jego publikacji. Jedna z nich pt. 
„Characteristic o f  M itochondrial Nucleic Acids Ob- 
tained from C alf Brain Gray and White Matter''' 
uzyskała I nagrodę Ministra Zdrowia i Opieki 
Społecznej i była zamieszczona w Złotej Księdze z 
okazji Kongresu Nauki Polskiej.

W ostatnich latach na szczególna uwagę zasługują 
publikacje na temat wielocząsteczkowych 
kompleksów syntetaz aminoacylo-tRNA w tkance 
mózgowej i innych tkankach.

Na dorobek naukowy profesora Tomasza 
Borkowskiego składają się 102 oryginalne prace 
doświadczalne, wielokrotnie cytowane oraz 8 
artykułów monograficznych i poglądowych. Uczest
niczył aktywnie w licznych zjazdach i w 8 
Kongresach Międzynarodowych.

Profesor Borkowski był zasłużonym pedagogiem, 
nauczycielem akademickim. Opracował dwa skrypty 
dla studentów. Wspólnie z innymi wykładowcami 
biochemii na Akademiach Medycznych co roku 
uczestniczył w spotkaniach dydaktycznych i 
wytrwale zabiegał o poprawę i unowocześnienie 
dydaktyki.

Jako nauczyciel akademicki w ciągu prawie 50 lat 
pracy dydaktycznej przekazywał wiedzę bioche
miczną adeptom wiedzy lekarskiej i studentom 
Wydziału Pielęgniarskiego. Prowadził prelekcje na 
Uniwersytecie Trzeciego Wieku. Cieszył się 
uznaniem młodzieży a Jego wykłady, zawsze 
ciekawe i nowoczesne, gromadziły rzesze 
studentów. Profesor szczególną troską otaczał 
działalność Studenckich Kół Naukowych.

Przejście w 1995 roku na emeryturę nie zmniej
szyło aktywności Profesora. Niemal do końca 
swoich dni uczestniczył w życiu Zakładu, aktywnie 
włączał się w dyskusje naukowe, chętnie służył radą 
i doświadczeniem. Profesor uprawiał sam i był 
wielkim propagatorem sportu. Jeździł na nartach, 
doskonale pływał, co najmniej raz w tygodniu 
rozgrywał mecz tenisowy, po przejściu na emeryturę

z zaprzyjaźnionymi seniorami tenisistami. Był 
zamiłowanym turystą, na swym rowerze górskim 
robił długie wycieczki wokół jezior Pojezierza 
Łęczyńskiego. Na Uczelni opiekował się Aka
demickim Zrzeszeniem Sportowym, pomagał w 
organizowaniu i patronował studenckim imprezom 
sportowym.

Profesor Tomasz Borkowski był zawsze życzli
wym dyskutantem, opiekunem i doradcą młodych 
pracowników nauki. Cieszył się szacunkiem i 
sympatią swoich współpracowników. Był promo
torem 26 prac doktorskich i opiekunem 
5 habilitantów. O autorytecie Profesora świadczy 
powierzenie mu recenzji 68 doktoratów, 
33 habilitacji i 25 wniosków o tytuły profesorskie. 
Z tytułu swojej dodatkowej specjalizacji w zakresie 
diagnostyki laboratoryjnej Profesor Borkowski 
uczestniczył w specjalizacji nowych kadr 
analityków, a przez okres 30 lat pełnił funkcje 
specjalisty wojewódzkiego z tej dziedziny.

Był odznaczony Krzyżem Kawalerskim Orderu 
Odrodzenia Polski, Medalem Zasłużonego dla 
Nauki, licznymi odznaczeniami resortowymi i 
wojewódzkimi.

Dzięki swojej wiedzy i życzliwości Profesor 
Borkowski cieszył się szacunkiem całego 
środowiska biochemicznego a jego działalność 
naukowa i społeczna była ogólnie znana i wysoko 
ceniona.

Był seniorem i jedną z czołowych postaci polskiej 
biochemii, znakomitym nauczycielem i badaczem. 
Zmarł dnia 2 października 2001 roku. Jego śmierć 
okryła żałobą środowisko biochemików polskich, 
społeczność Uczelni i Katedry.

Dnia 8 października w Lublinie, w Kaplicy przy 
Państwowym Szpitalu Klinicznym Profesora 
Tomasza Borkowskiego żegnał JM Rektor AM, 
Profesorowie, społeczność akademicka, przyjaciele, 
uczniowie, współpracownicy, studenci. Jego 
osobowość, urok osobisty, życzliwość pozostaną na 
zawsze w naszej wdzięcznej i pełnej szacunku 
pamięci.

Pogrzeb odbył się w Cieszynie, gdzie spoczął 
obok wcześniej zmarłej żony Ireny.

Współpracownicy i uczniowie

http://rcin.org.pl



IV KONFERENCJA PARNASOWSKA
„MOLECULAR MECHANISMS OF CELL ACTIVATION: 

BIOLOGICAL SIGNALS AND THEIR TARGET ENZYMES" 
15-17 WRZESIEŃ 2002 WROCŁAW

Drogie Koleżanki 
Drodzy Koledzy,

Uprzejmie informujemy, ze w  dniach od 15 do 17 września 2002 roku we W rocławiu odbędzie się 
Konferencja Pam asow ska organizowana w ramach obchodów 300-lecia Uniwersytetu Wrocławskiego. 
Będzie to czwarte spotkanie biochem ików polskich i ukraińskich dla uczczenia pamięci Jakuba Karola 
Pamasa, znakomitego polskiego biochemika, profesora Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwowie 

tragicznie zmarłego w m oskiewskim  więzieniu.

W ramach konferencji przewidujem y referaty wykładowców polskich i ukraińskich jak  również sesję 

plakatową.

Serdecznie zapraszamy do udziału w konferencji.

Za Komitet Organizacyjny

Jolanta Barańska 
Andrzej Dżugaj

Pierwszy kom unikat podający szczegółowe informacje nt konferencji ukaże się w styczniu 2002.

Konferencja Pam asow ska poprzedzi XXXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, który 

odbędzie się we W rocławiu w dniach 18-21 września 2002 roku.

http://rcin.org.pl
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ARTYKUŁY

Rola oddziaływania białko-RNA podczas cyklu 
życiowego wirusa HIV 

The role of protein-RNA interaction in the HIV virus life 
cycle

JOANNA SZEPETA-WIŚNIEWSKA1,2, ELIZA WYSZKO2,
MIROSŁAWA BARCISZEWSKA2

Spis treści:

I. Wstęp
II. Białko regulatorowe Tat
III. TAR RNA
IV. Mechanizm transkrypcji wirusa
V. Inhibitory oddziaływań Tat-TAR RNA

Wykaz stosowanych skrótów: AIDS — ang. Acquired Immu
nodeficiency Syndrome, zespół nabytego niedoboru odporności; 
CTD — ang. carboxyl-terminal domain, domena C-końcowa 
polimerazy II RNA; HAART — ang. highly active antiretroviral 
therapy, terapia z zastosowaniem kilku inhibitorów replikacji 
wirusa HIV; HIV — ang. human immunodeficiency virus, wirus 
niedoboru odporności; letter — ang. long terminal repeats, po
wtarzalne sekwencje znajdujące się przy obu końcach nici RNA; 
P-TEFb — ang. positive-acting transcription elongation factor, 
czynnik elogacyjny; TAR RNA — ang. trans-activating respon
sive element', Tat— ang. transcription anti-termination protein, 
aktywator transkrypcji wirusa HIV; TFIIH — ang. transcription 
factor, czynnik transkrypcyjny.

I. Wstęp

W 1981 roku po raz pierwszy opisano chorobę 
znaną obecnie pod nazwą zespołu nabytego 
niedoboru odporności—  AIDS (ang. Acquired  
Immunedeficiency Syndrome). Jest ona wywoływana 
obecnością retrowirusa HIV-1 (ang. human immuno-
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deficiency virus) [1, 2]. Pięć lat później odkryto 
wirus HIV-2, który powodował AIDS u części 
chorych w Afryce [3]. Wirusy HIV-1 i HIV-2 zali
czane do podrodziny Lentivirinae są spokrewnione z 
ludzkim wirusem HTLV-1 (ang. human 
T-lymphotropic virus 1) wywołującym rzadki rodzaj 
białaczki. Lentiwirusy powodują przewlekłe, postę
pujące, najczęściej śmiertelne choroby u ssaków. Do 
tej podrodziny zaliczamy również: wirus niedoboru 
odporności małp SIV (ang. simian immunodeficiency 
virus), wirus niedoboru odporności kotów FIV (ang. 
fe lin e  immunodeficiency virus), wirus Visna owiec 
oraz opisany jako pierwszy wirus niedokrwistości 
zakaźnej koni EIAV (ang. equine infectious anemia 
virus).

Genom HIV zbudowany jest z dwóch identycz
nych nici RNA o długości 9500 zasad. Zawiera on 9 
genów. Trzy z nich gag, env, po i występują w 
cząsteczkach znanych retro wirusów. Kodują one 
białka kapsydu (gag) i otoczki (env) oraz odwrotną 
transkryptazę, integrazę i proteazę (pol)\ enzymy 
niezbędne w rozwoju wirusa. Pozostałe 6 genów: tat, 
rev, nef, vif, vpr, vpu koduje białka regulatorowe [4]
(R yc. 1).
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Organizacja genomów H IV -1 i HIV-2 jest podob
na, chociaż ich sekwencje nukleotydowe różnią się 
wyraźnie. Wykazano, że podobieństwo genów gag i 
poi wynosi 50-60%, natomiast pozostałych genów 
oraz powtarzających się elementów LTR (ang. 1 ong 
terminal repeats) 30-40% [4]. Ekspresja HIV zależy 
od sekwencji LTR znajdujących się przy końcach 
obu nici RNA. Są tam miejsca inicjacji transkrypcji, 
sekwencje TATA, oraz oligonukleotydy wiążące 
komórkowe czynniki transkrypcyjne, takie jak 
NF-KB, NF-AT, czy AP-1 [5-7].

RNA wirusa upakowany jest w dwuwarstwowym 
kapsydzie zbudowanym z białka p24 (CA ang. cap- 
sid protein), będącego produktem genu gag. Zew-

Ryc. 1. Schemat organizacji genomu wirusa HIV-1. LTR— powtarzalne 
sekwencje, znajdują się przy obu końcach nici RNA i regulują 
ekspresję genów wirusa. Geny strukturalne: gag— koduje 
białka kapsydu, env— białka otoczki, poi— odwrotną tran- 
skryptazę, integrazę, proteazę. Geny regulatorowe: tat— akty
wuje transkrypcję genów wirusa poprzez oddziaływanie z ele
mentem TAR RNA, rev— reguluje transkrypcję HIV w wyniku 
wiązania z elementem RRE, bierze udział w dojrzewaniu 
mRNA wirusa (ang. splicing), nef—  obniża ekspresję recepto
rów CD4 na powierzchni zainfekowanych komórek, aktywuje 
kinazy komórkowe, vif—  wpływa na internalizację i odpłasz- 
czenie wirusa, dojrzewanie wirionów, vpu— nieobecny w 
HIV-2, wpływa na uwalnianie wirionów z zainfekowanej ko
mórki, redukuje ekspresję CD4, vpr — zawiera sygnał lokaliza
cji jądrowej oraz bierze udział w transporcie kompleksu preini- 
cjacyjnego z cytoplazmy do jądra.

nętrzną otoczkę HIV stanowi błona białkowo-lipido- 
wa zawierająca dwie glikoproteiny gpl20 (SU ang. 
surface glikoprotein) i gp41 (TM ang. transmembra- 
ne protein). Ich prekursorem jest cząsteczka gpl60 
kodowana przez gen env. Gp41 jest białkiem 
transbłonowym związanym z peptydem gpl20 zlo
kalizowanym na zewnętrznej stronie błony [8-10, 
14]. Glikozylowane białko gpl20  bierze udział w 
rozpoznawaniu komórek układu odpornościowego, 
głównie limfocytów T pomocniczych, ale również 
makrofagów i komórek dendrycznych [11]. W ni
kając do komórki, HIV wykorzystuje znajdujące się 
na jej powierzchni dwa typy receptorów: CD4 oraz 
CCR5 lub CXCR4, blokując przyłączanie natural
nych ligandów komórkowych—  cząsteczek MHC 
klasy II dla CD4 oraz chemokin dla CCR5 lub 
CXCR4. U poszczególnych izolatów wirusa w obrę
bie białka gpl20 wyróżnić można pięć zachowaw
czych regionów (C1-C5), które przedzielone są 
zmiennymi sekwencjami aminokwasów (VI-V5). 
Trzy z nich przy końcu karboksylowym stanowią 
miejsce wiązania cząsteczek CD4 oraz białka gp41, 
natomiast CCR5 lub CXCR4 wykazują powinowac
two do trzeciego regionu zmiennego (V3). Podsta
wową funkcją glikoproteiny gp 41 jest zakotwicze
nie wirusa w błonie i umożliwienie jego wniknięcia 
do komórki. W ażną rolę w tym procesie odgrywa re
gion transbłonowy, bogaty w aminokwasy hydrofo
bowe oraz fragment przy końcu aminowym (domena 
fuzyjna) [12-15].

Odwrotna transkryptaza (RT ang. reverse trans
criptase) inicjuje syntezę nici DNA (-) po uprzednim 
związaniu cząsteczki tRNALys z genomowym RNA 
w miejscu pbs (ang. prim er binding site), znaj
dującym się 100-150 nukleotydów od końca 5’ wiru
sowego RNA. Ponadto odwrotna transkryptaza wy
kazuje aktywność rybonukleazy H, która równocze
śnie z tworzeniem nici DNA (-) degraduje matryco
wy RNA, pozostawiając jego krótki odcinek (bogaty 
w reszty purynowe) związany z nicią DNA (-) przy 
końcu 3 ’. Odcinek ten jest wykorzystywany jako 
starter w procesie syntezy nici DNA (+). Po syntezie 
18 nukleotydów nici DNA (+) RNaza H degraduje 
starterowy tRNA, następuje hybrydyzacja komple
mentarnych odcinków pbs i elongacja nici DNA (+). 
Powstały dwuniciowy łańcuch DNA migruje do 
jądra komórki gospodarza gdzie przez integrazę (IN 
ang. integration protein) zostaje wbudowany do ge
nomu. W transporcie wirusowego DNA do jądra 
uczestniczą białka p 17 (MA ang. matrix protein) i 
Vpr, które zawierają sygnały lokalizacji jądrowej 
(NLS ang. nuclear localization signal) [9, 16, 17]. 
Zintegrowany genom wirusowy stanowi matryce dla
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transkrypcji genów kodujących białka strukturalne 
wirionów oraz białka odpowiedzialne za proliferacje 
wirusa.

Wydaje się, że w krytycznych etapach cyklu ży
ciowego retrowirusa HIV takich jak  wniknięcie do 
komórki gospodarza, odwrotna transkrypcja oraz 
transkrypcja zintegrowanego pro wirusa i transport 
wirusowego RNA, kluczową rolę pełnią oddziaływa
nia białko-RNA.

Szczególne znaczenie dla replikacji wirusa HIV 
ma tworzenie kompleksu białka Tat z TAR RNA. De
cyduje on o wydajnej elongacji mRNA wirusa oraz 
zapobiega przedwczesnej terminacji transkrypcji. 
Poznanie mechanizmu tego oddziaływania może sta
nowić punkt wyjścia do opracowania specyficznych 
inhibitorów oraz w przyszłości potencjalnych leków 
dla zwalczania choroby AIDS.

II. Białko regulatorowe Tat

Białko Tat (ang. transcription anti-termination 
protein) wirusów HIV-1 i HIV-2 bierze udział w ak
tywacji transkrypcji genomu poprzez specyficzne 
oddziaływania z elementem TAR RNA (ang. trans- 
activating responsive element) znajdującym się przy 
końcu 5’ mRNA, kodowanym w obrębie końcowych 
powtarzających się elementów LTR [18-20]. Białko 
Tat jest aktywatorem wszystkich genów wirusa w 
tym również własnego genu [21] i znajduje się w 
jądrze lub jąderku. Tat-1 i Tat-2 są to białka zasado
we. Szczepy wirusa in vivo kodują białko Tat-1 o 
długości 101 aminokwasów. Skrócona forma Tat (86 
aminokwasów) obecna jest w laboratoryjnych izola- 
tach HIV (HXB2, LAI, NL4-3) i powstaje w wyniku 
pasażowania kultur tkankowych [22-26]. Długość 
Tat-2 wynosi 130 aminokwasów [24, 25]. Oba białka 
kodowane są przez dwa eksony. Jeden z nich znajdu
je się przed genem env, natomiast drugi zlokalizowa
ny jest w obrębie env (Ryc. 1). Pierwszy ekson białka 
Tat-1 jest bardzo zachowawczy i koduje 72 reszty 
aminokwasowe, natomiast w białku Tat-2 sekwencja 
ta obejmuje 99 aminokwasów i jest znacznie mniej 
konserwatywna [24, 25]. Przypuszczano, że dla bio
logicznej aktywności Tat konieczne są tylko reszty 
aminokwasowe kodowane przez ekson pierwszy [6, 
27]. Wykazano jednak, że aminokwasy 100-130 w 
drugim eksonie zwiększają trzykrotnie wydajność 
transkrypcji z HIV-2 LTR w komórkach HeLa [28].

W obrębie białka Tat wirusów H IV -1 i HIV-2 jak  i 
innych lentiwirusów można wyróżnić 5 charaktery
stycznych domen: N-końcową, bogatą w cysteiny, 
rdzeń, zasadową (ARM ang. arginine rich domain) i 
bogatą w glutaminę (Ryc. 2). Koniec aminowy białka

Tat jest miejscem wiązania czynników komórko
wych (np. TFIID, SP1), które są niezbędne dla two
rzenia kompleksu Tat-TAR RNA [29]. Zawiera on 
reszty kwasowe, polarne i hydrofobowe, które 
tworzą helisę a , występującą w wielu aktywatorach 
transkrypcji [30]. Region zasadowy o dużej zawarto
ści lizyn i arginin (RKKRRQRRR w Tatl i 
RKGRRRRTPK w Tat2) jest sygnałem lokalizacji

Tat 1

N 1 cys 1 rdzeń 1 ARM glu 1 c  i

DOMENA AKTYWUJĄCA
DOMENA 

WIĄŻĄCA RNA

EKSON I EKSON II

Tat 2

1 N cys 1 rdzeń 1 ARM 1 glu 1 c  1

DOMENA AKTYWUJĄCA

DOMENA 
WIĄŻĄCA RNA

EKSON1 EKSON II

Ryc. 2. Schemat budowy białek HIV-Tatl i HIV-Tat2. Wymienione są 
domeny strukturalne i funkcjonalne kodowane przez poszcze
gólne eksony. Region zasadowy (ARM)— odpowiada za wiąza
nie Tat do TAR RNA. Domeny N-końcowa (N), cysteinowa 
(cys), rdzeniowa (rdzeń), glutaminowa (glu)—  wpływają na 
specyficzność oddziaływania Tat-TAR oraz pośredniczą w 
wiązaniu białka z czynnikami komórkowymi.

jądrowej oraz bierze udział w swoistym oddziaływa
niu z TAR RNA [9, 31 -34]. Kluczowe dla tego proce
su są reszty argininy w pozycji 52 i 53 [32]. Podobna 
domena występuje również w eukariotycznych 
białkach rybosomalnych (np. S2 i L7), wirusowych 
(np. białko Rev wirusa HIV i Tat wirusa BIV) i bak
teriofagowych (np. antyterminatorowe białka N faga 
X i faga P22) [35, 36].

Pozostałe regiony białka Tat nie są bezpośrednio 
zaangażowane w oddziaływanie z TAR RNA ale 
mają wpływ na jego specyficzność [37, 38]. Region 
cysteinowy (CTNCYCKKCCFHCQVC w Tatl i 
CNNSCYCKRCCYHCQMC w Tat2) wraz z sąsia
dującymi domenami rdzeniową i zasadową są naj
bardziej zachowawczymi regionami białek Tat. Ich 
homologia wynosi ponad 80% (Ryc. 3). Domena ta 
bogata w cysteiny wiąże jony cynku i bierze udział w 
dimeryzacji białka [39]. Cynk jest niezbędny dla 
wiązania cykliny T l i tworzenia trójskładnikowego 
kompleksu Tat-T 1 -TAR [40]. Istnieją również dowo
dy wskazujące, że białko Tat jest monomerem i nie 
wiąże jonów metali [41, 42]. Domeny cysteinowej 
nie znaleziono u wirusa niedokrwistości zakaźnej 
koni. Rdzeń białka Tat (FITKALGISYG w Tatl i
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FLNKGLGICYE w Tat2) jest kluczowy dla tworze
nia specyficznego kompleksu Tat-TAR. Analiza mu
tantów Tat-41(Lys-»Thr), Tat-44(Gly-»Ser), Tat- 
47H(Tyr—>His), Tat-47A(Tyr—»Ala) wskazuje, że 
mutacja lizyny 41 redukuje aktywność białka Tat o 
60-70% [34, 37, 44].

Z powyższych rozważań wynika, że w białku Tat 
możemy wyróżnić dwa funkcjonalne regiony— 
wiążący (domena zasadowa) i aktywacyjny (domena 
N-końcowa, bogata w cysteiny, rdzeń) (Ryc. 2). 
Pierwszy z nich oddziałuje z TAR RNA [18,31 -34], 
natomiast drugi jest miejscem wiązania czynników

+ 59uT A R l oraz+1 d o +124 u TAR2). Jest to motyw 
strukturalny swoiście rozpoznawany przez białka 
uczestniczące w procesach regulacji ekspresji infor
macji genetycznej zarówno na poziomie transkrypcji 
jak  i translacji [50].

W strukturze drugorzędowej TAR1 HIV mRNA 
wyróżnić można dwa fragmenty dwuniciowe roz
dzielone 3 nukleotydowym wybrzuszeniem (pętla 
zewnętrzna) bogatym w pirymidyny, zakończone 
pętlą złożoną z 6 nukleotydów (Ryc. 4A). HIV-TAR2 
RNA w odróżnieniu od HIV-TAR1 RNA składa się z 
trzech niezależnych elementów. Każdy z nich zawie-

22c -t n c y c k k c c f h c q v c
50c n n s c y c k r c c y h c q m c

T at 1 58PPQGSQTHQVSLSKQ72 
T at 2 88KTKTHPSPTPDK99

komórkowych np. TFIIH, TFIID, SP1, RNA poi II, 
P-TEFb oraz określa specyficzność kompleksu 
Tat-TAR [40, 45-49].

III. TAR RNA

Sekwencja nukleotydowa przy końcu 5 ’ HIV 
mRNA tworzy swoistą strukturę drugorzędową 
(spinka) zwaną TAR (ang. trans-activating respon
sive element). Fragment HIV-TAR RNA znajduje się 
w obrębie sekwencji LTR wirusa (nukleotydy +1 do

Ryc. 3. Porównanie sekwencji aminokwasowej 
białka Tat wirusów HIV-1 i HIV-2. Naj
bardziej zachowawcze domeny cysterno
wa i zasadowa (bogata w reszty argininy) 
wykazują 80% homologii. Ich obecność 
jest niezbędna dla prawidłowego funkcjo
nowania białka Tat. Zakreskowanym po
lem zaznaczono aminokwasy wchodzące 
w skład domeny zasadowej, polem wy- 
kropkowanym oznaczono region cyste
rnowy.

ra helikalny trzon i pętlę końcową złożoną z 5-7 nu
kleotydów, a struktura I i II fragmentu również 
dwunukleotydową pętlę zewnętrzną (Ryc. 4B). 
Białko Tat wiąże się głównie z elementem I (nukle
otydy +20 do +54) obecnym przy 5 ’ końcu wiruso
wego mRNA, słabiej z drugim (nukleotydy +55 do 
+88), natomiast trzeci (nukleotydy +95 do +114) nie 
ma zdolności wiązania białka [51], Drugi element 
TAR2 RNA jest niezbędna dla pełnej aktywności 
transkrypcyjnej Tat-2. Jego brak obniża trzykrotnie 
poziom ekspresji genów wirusa HIV-2 [27, 51, 52].

T at 1 1 MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTA21
T at 2 1 METPLKAPESSLKSCNEPFSRTSEQDVATQELARQGEEILSQLYRPLET49

T a t i  22C-TNCYCKKCCFHCQVC 
T at 2 50CNNSCYCKRCCYHCQMC

FITKALGISYG
FLNKGLGICYE

RKKRRQRRR
RKGRRRRTPK87

Ryc. 4. Struktura drugorzędową HIV-TAR RNA. 
A, TAR1 RNA— tworzy fragment dwuni- 
ciowy, rozdzielony 3 nukleotydową pętlą 
zewnętrzną, zakończony pętlą złożoną z 6 
nukleotydów. B, TAR2 RNA — składa się z 
trzech elementów. Każdy z nich zawiera he
likalny trzon i pętlę końcową złożoną z 6 
nukleotydów, a struktura I i II również 
dwunukleotydową pętlę zewnętrzną.
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W rejonie HIV-TAR1 od +19 do +42 znajdują się 
nukleotydy niezbędne i wystarczające dla transkryp
cji genomu wirusa HIV-1 [53, 74]. Do pętli zew
nętrznej (miejsce gdzie jeden lub kilka nukleotydów 
w dwuniciowym odcinku RNA nie są sparowane) za
wierającej reszty U23, C24, U25 wiąże się białko Tat 
[18, 19] (Ryc. 5). Wykazano, że U23 oraz pary zasad 
G26:C39 i A27:U38 znajdujące się bezpośrednio nad

nadto tworzy się triplet pomiędzy nukleotydem U23 
(pętla zewnętrzna) a parą nukleotydów A27:U38 (he- 
likalny trzon) [56-58, 60]. Analiza mutantów izo
morficznych, w których nukleotydy U23-A27:U38 
zastąpiono resztami C23-G27:C38 potwierdzają, że 
elementem krytycznym TAR RN A rozpoznawanym 
przez białko Tat jest budowa przestrzenna a nie jego 
sekwencja [57, 58].

Ryc. 5. Na rysunku oznaczono schematycznie regiony zaangażowane w oddziaływanie Tat-TAR. Region wiążący białka Tat i pętlę zewnętrzną TAR 
RNA. Wykazano, że reszty U23, C24, U25 (pętla zewnętrzna) jak również pary zasad G26:C39 i A27:U38 zlokalizowane w helikalnym trzonie 
zaangażowane są w oddziaływanie Tat-TAR. Konformacyjne zmiany wybrzuszenia TAR podczas oddziaływania z Tat indukuje głównie argi- 
nina 52 wchodząca w skład regionu wiążącego białka.

pętlą zewnętrzną w helikalnej części TAR są krytycz
nymi nukleotydami a ich mutacje obniżają w znacz
nym stopniu stałą wiązania Tat-TAR [37, 48] (Tabe
la 1). Reszty C24, U25 nie są bezpośrednio zaanga
żowane w oddziaływanie z białkiem Tat i mogą zo
stać podstawione dowolnym nukleotydem [37, 54].

Odpowiedzi na niektóre pytania o mechanizm od
działywania białka Tat z TAR RNA udało się uzy
skać z rozwiązanej struktury krystalograficznej 27- 
nukleotydowego fragmentu TAR1 RNA. Cząsteczka 
ta w krysztale posiada konformację A’-RNA, w któ
rej pełen skręt helisy przypada co 12 par zasad. 
Trójnukleotydowa pętla zewnętrzna (UCU) leży 
poza helisą w nieco poszerzonej dużej bruździe 
(TAR-12.7 A w A-RNA-10 A) i stabilizowana jest 
jonami wapnia [55]. Struktura TAR RNA w krysztale 
przypomina kompleks TAR z ligandem, gdzie nukle
otydy pętli zewnętrznej ułożone są na zewnątrz heli- 
kalnego trzonu TAR, umożliwiając w ten sposób od
działywanie warstwowe sąsiadujących domen.

Innych nieco informacji dostarcza analiza kom
pleksu TAR-arginina za pom ocą NMR. Wskazuje 
ona na zmiany konformacyjne pętli zewnętrznej 
[56-59]. Guanidynowa grupa argininy tworzy wiąza
nie wodorowe z 0 6  i N7 guanozyny 26 oraz z parą 
zasad A22 (P22) i U23 (P23) w dużej bruździe. Po-

W naszym laboratorium do badania struktury 
TAR RNA po raz pierwszy wykorzystano rybozymy 
(Ryc. 6). Postawiono pytanie czy TAR RNA

Tabela 1

Wpływ mutacji punktowych w TAR RNA na wiązanie białka Tat i two
rzenie kompleksu Tat-TAR.

nukleotydy 
w TAR RNA

mutacje
redukcja wiązania

(%)

U23 C 20

G26:C39 U:A 12
C:G 14
G:U 19
U:A 8

A27:U38 G:C 10

występuje rzeczywiście tylko w formie spinki jak 
przypuszczano dotychczas, czy też w formie dwu- 
niciowej. W związku z tym po analizie sekwencji 
nukleotydowej TAR RNA wybrano miejsce 
prawdopodobnej hydrolizy oraz zaprojektowano 
rybozym hammerhead typu AUC. Wykazano, że 
hydrolizuje on specyficznie nukleotyd C8 (odpo
wiadający C24 w wirusowym TAR RNA)
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Rye. 6. Trzy prawdopodobne struktury kompleksu TAR RNA z rybozymem typu hammerhead. A, Struktura spinki TAR RNA. Parowanie rybozymu ze 
spinką wydaje się mało prawdopodobne. B, Jednoniciowy fragment TAR RNA łatwo oddziałuje z rybozymem. C, Dwuniciowa struktura TAR 
RNA bardzo łatwo tworzy kompleks z rybozymem. Zaciemnionym polem oznaczono rybozym. Strzałki wskazują miejsca hydrolizy TAR 
RNA przez rybozym.

wchodzący w skład trójnukleotydowej pętli zewnęt
rznej, dając jeden produkt o długości 8 nukleo- 
tydów.

Hydroliza TAR RNA przy pomocy rybozymu typu 
hammerhead wskazuje na obecność struktury dwu- 
niciowej TAR RNA in vitro, gdyż tylko ona zapew
nia tworzenie kompleksu z rybozymem i hydrolizę 
substratu TAR RNA. Możliwość parowania rybo
zymu ze spinką wydaje się mało prawdopodobna 
[61]. Wyniki te prowadzą do wniosku, że w roz
tworze TAR występuje w dwóch formach: dwu- 
niciowej i spinki.

Nadal brak jednoznacznych danych opisujących 
kompleks TAR RNA-Tat. Powstające modele od
działywań są mało dokładne. Trudno wyobrazić so
bie, że pojedyncza reszta aminokwasowa czy krótki 
peptyd może reprezentować wszystkie oddziaływa
nia między TAR RNA i białkiem Tat. Wiadomo jed 
nak, że w wiązaniu uczestniczy region zasadowy Tat, 
a pętla zewnętrzna w TAR RNA (Ryc. 5). Potwier
dzają to wyniki badań analogicznego kompleksu 
BIVTat-TAR [62].

Ponadto znanych jest wiele innych białek ko
mórkowych oddziałujących z HIV-TAR RNA. Z 
pętlą końcową wiąże się między innymi białko p68 
(z komórek Hela), TRP-1 (ang. TAR bindingprotein),

TRP-185, TRP-2, cyklina T l [63-65] oraz być może 
białko Tat [66, 67].

IV. Mechanizm transkrypcji wirusa

Transkrypcja genomu wirusa HIV rozpoczyna się 
od utworzenia kompleksu transkrypcyjnego, w skład 
którego wchodzą matrycowy DNA, czynnik tran- 
skrypcyjny TFIIH, kinaza P-TEFb (ang. positive-ac
ting transcription elongation fac to r ), niefosforylo- 
wana polimeraza II RNA oraz białko Tat (Ryc. 7). 
Białko TFIIH posiada aktywność kinazy (podjed- 
nostka CDK7 ang. cyclic-dependent kinase) [68] i 
fosforyluje domenę C-końcową dużej podjednostki 
polimerazy II RNA (CTD ang. carboxyl-terminal do
main). Oddziaływanie białka Tat z czynnikiem tran- 
skrypcyjnym TFIIH i fosforylacja CTD są niezbędne 
dla inicjacji transkrypcji [69, 70]. Po syntezie pierw
szych 30-50 nukleotydów, białko TFIIH dysocjuje z 
kompleksu i nie uczestniczy w elongacji transkrypcji 
[71]. Białko Tat pozostaje związane z kompleksem 
transkrypcyjnym i oddziałuje z kinazą P-TEFb, TAR 
RNA oraz częściowo fosforylowaną polimerazą II 
RNA.

Przyłączenie białka Tat do kompleksu transkryp
cyjnego umożliwia wydajną elongację mRNA wiru
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sa [21, 72-74] oraz zapobiega przedwczesnej termi- 
nacji transkrypcji [74, 75]. Natomiast jego brak pro
wadzi do powstania krótkich fragmentów RNA o 
długości 60-80 nukleotydów, które szybko ulegają 
degradacji [74, 76].

Ryc. 7. Model kompleksu elongacyjnego z udziałem białka Tat. Białko 
Tat wiąże się do kompleksu preinicjacyjnego w skład którego 
wchodzą czynnik transkrypcyjny TFIIH, kinaza P-TEFb, nie- 
fosforylowana polimeraza II RNA. Oddziaływanie Tat z TFIIH 
odgrywa krytyczną rolę w inicjacji transkrypcji. TFIIH wraz z 
białkiem Tat fosforyluje dużą podjednostkę polimerazy II — 
CTD (ang. carboxyl-terminal domain). TFIIH dysocjuje z kom
pleksu natomiast Tat pozostaje z nim związany i oddziałuje z 
cyklinąTl (podjednostka P-TEFb). Po transkrypcji TAR RNA i 
związaniu z nim białka Tat następuje fosforylacja CTD przez 
kinazę P-TEFb. Powstaje aktywny kompleks elongacyjny.

Białko P-TEFb znane również jako TAK (ang. Tat 
associated kinase) zawiera dwie podjednostki 
niezbędne na etapie elongacji transkrypcji: 
regulatorową (cyklina T l)  oraz kataliczną (kinaza 
CDK9 ang. cyclic-dependent kinase). Pierwsza z 
nich wiąże się z domeną aktywacyjną Tat i wpływa 
na specyficzność tworzenia kompleksu Tat-TAR 
RNA, druga natomiast fosforyluje dużą 
podjednostkę polimerazy II RNA (CTD) co 
prowadzi do powstania aktywnego kompleksu 
elongacyjnego [77, 78-80].

Kluczowym etapem transkrypcji genów wirusa 
HIV jest więc fosforylacja polimerazy II RNA przez 
kinazę CDK7 (podjednostka TFIIH) i CDK9 (pod-

jednostka P-TEFb), z którymi białko Tat wiąże się na 
różnych etapach cyklu transkrypcyjnego [79, 81].

V. Inhibitory oddziaływań Tat-TAR RNA

Od początku lat 90-tych prowadzone są badania 
mające na celu uzyskanie skutecznego leku przeciw
ko AIDS. Istotne ale jednak ograniczone sukcesy te
rapeutyczne osiągnięto w inhibicji odwrotnej tran- 
skryptazy i proteazy [82]. Wysokie koszty stosowa
nej terapii oraz zwiększająca się odporność wirusa 
na istniejące preparaty zmuszają do poszukiwania in
hibitorów innych etapów cyklu replikacyjnego HIV.

Białko Tat oraz TAR RNA wydają się dobrymi 
kandydatami dla projektowania nowej klasy leków 
przeciwwirusowych. Wykazano, że tworzenie kom
pleksu Tat-TAR RNA inhibują cząsteczki RNA o 
właściwościach TAR RNA (ang. decoys) [83, 84] a 
także rekombinowane peptydy zawierające region 
aktywacyjny białka Tat. Pierwsze wiążą białko Tat 
oraz faktory komórkowe. Drugie natomiast od
działują tylko z czynnikami komórkowymi, blokując 
w ten sposób powstawanie aktywnego kompleksu 
Tat-TAR [85]. Znacznie silniejsze działanie wyka
zują chimery TAR-RRE RNA (ang. rev responsive 
element) [86]. Inhibują one nie tylko oddziaływanie 
Tat-TAR ale hamują również tworzenie kompleksu 
RRE-Rev. Uniemożliwiają w ten sposób powstawa
nie pełnej długości mRNA dla genów strukturalnych.

Potencjalnymi inhibitorami oddziaływań Tat- 
TAR są również związki małocząsteczkowe —  mię
dzy innymi pochodne akrydyny, difenylofuranu, an
tybiotyki aminoglikozydowe (neomycyna) [87-89]. 
Wiążą się one do różnych miejsc w TAR RNA (akry- 
dyna — do nukleotydów G26-C39, wchodzących w 
skład helikalnego trzonu, difenylofuran — do pętli 
zewnętrznej i trzonu, antybiotyki aminoglikozydowe 
— do trzonu poniżej pętli zewnętrznej) i hamująjego 
oddziaływanie z białkiem Tat (Ryc. 8).

Podejmowane są również próby wykorzystania 
oligonukleotydów antysensownych oraz rybozymów 
w terapii HIV [90-92]. Oligonukleotydy antysen- 
sowne są to krótkie łańcuchy DNA o sekwencji kom
plementarnej do wybranego fragmentu DNA lub 
mRNA. Mogą one hybrydyzować z sekwencją genu 
tat a także elementem TAR RNA. W pierwszym 
przypadku hamują ekspresję białka Tat, w drugim 
blokują tworzenie kompleksu Tat-TAR.

Rybozymy są w pewnym sensie podobne do oligo
nukleotydów antysensownych, ale dzięki właściwo
ściom katalitycznym są dużo bardziej efektywne. Za
letą rybozymów jest ich działanie na szczepy HIV, 
odporne na konwencjonalną terapię przeciwwiru-
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Ryc. 8. Miejsca wiązania małocząsteczkowych inhibitorów do TAR 
RNA. Akrydyna wiążę się do nukleotydów G26-C39, będących 
częścią helikalnego trzonu, difenylofuran — do pętli zewnętrz
nej i trzonu, neomycyna — do trzonu poniżej pętli zewnętrznej.

sową (inhibitory odwrotnej transkryptazy i prote- 
azy).

Badania z wykorzystaniem dwóch rybozymów 
typu hammerhead, z których jeden wiązał się i hy- 
drolizował kodon inicjacyjny genu tat (nukleotydy 
5784-5801), drugi natomiast sekwencje zaanga
żowaną w splicing  i poliadenylację RNA
(nukleotydy 5840-5859) (Ryc. 9) wykazały inhibicję 
replikacji wirusa w 70-95% [91, 93]. Użycie kom
binacji rybozymu z cząsteczkami RNA o właś
ciwościach TAR RNA powodowało niemal
całkowite (99%) zahamowanie namnażania HIV na 
okres 14 miesięcy w lini limfocytów T [83].

lizował nukleotyd wchodzący w skład pętli 
zewnętrznej TAR. Degradacja TAR RNA może być 
potencjalną metodą inaktywacji wirusa HIV.

Inhibicja oddziaływań białka Tat z TAR RNA wy
daje się mieć istotne znaczenie w walce z wirusem 
HIV. Może stanowić uzupełnienie konwencjonalnej 
terapii z wykorzystaniem inhibitorów odwrotnej 
transkryptazy i proteazy. Zastosowanie kilku leków 
jednocześnie stwarza największe nadzieje w walce z 
wirusem HIV (HAART, ang. highly active antire
troviral therapy). Jeśli jeden ze środków nie zahamu
je replikacji wirusa, może to uczynić drugi. Jeżeli 
obydwa zawiodą, trzeci z nich będzie dodatkowym 
zabezpieczeniem. Preparaty stosowane pojedynczo 
ułatwiają powstawanie opornych szczepów co redu
kuje skuteczność leków.

Obecnie HAART jest trójlekową terapią z wyko
rzystaniem głównie dwóch inhibitorów odwrotnej 
transkryptazy i proteazy. Badana jest przydatność 
kombinacji kilku preparatów należących do różnych 
klas inhibitorów w odmienny sposób hamujących re- 
plikację HIV (np. inhibitory odwrotnej transkrypta
zy, proteazy, integrazy, inhibitory oddziaływania 
białko Tat-TAR RNA). Ma to duże znaczenie ze 
względu na pojawianie się u wirusa oporności krzy
żowej. Jeżeli szczepy HIV rozwiną oporność na 
działanie jednego leku często są niewrażliwe na inne 
preparaty należące do tej samej grupy inhibitorów.

Prace koncentrują się również na połączeniu tera
pii HAART z jednoczesną aktywacją układu immu
nologicznego.

Pomimo postępu jaki dokonał się w walce z wiru
sem HIV nadal nie ma skutecznych metod terapeu
tycznych, które chroniłyby przed zakażeniem lub 
prowadziły do całkowitego wyleczenia. Jednak 
niewątpliwym sukcesem stosowanych terapii w tym 
HAART jest to, że pomagają w zachowaniu zdrowia i 
w znacznym stopniu wydłużają życie zakażonym.

Podziękowanie

Praca finansowana częściowo z projektu badawcze
go Komitetu Badań Naukowych.

Ryc. 9. Drugorzędowa struktura rybozymu typu hammerhead i jego 
substratu (fragment sekwencji mRNA białka Tat obejmujący 
nukleotydy 5840-5859). Strzałką oznaczono miejsce hydrolizy.

W naszym laboratorium z powodzeniem wyko
rzystano rybozymy do degradacji TAR RNA [61] 
(Ryc. 6). Jak już wcześniej wspomniano zaprojekto
wano rybozym hammerhead typu AUC, który hydro-

Artykul otrzymano 2 kwietnia 2001 r. 
Zaakceptowano do druku 11 października 2001 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: ASBV —  wiroid skazy 
słonecznej awokado (ang. Avocado Sunblotch Viro id), BLV
— wirus białaczki bydła (ang. Bovine Leukemia Virus), CAT
— transacetylaza chloramfenikolowa (ang. cloramphenicol 
acetyl transferase), FMDV —  wirus pryszczycy (ang. Foot 
and Mouth Disease Virus), HBV —  wirus zapalenia wątroby 
typu B (ang. Human Hepatitis B Virus), HCV —  wirus zapa
lenia wątroby typu C (ang. Human Hepatitis C Virus), HDV
— wirus zapalenia wątroby typu D (ang. Human Hepatitis 
Delta Virus), HIV-1 — ludzki wirus niedoboru odporności 
typu 1 (ang. Human Immunodeficiency Virus type i ) ,  hGH —  
ludzki hormon wzrostu (ang. human growth hormone), 
hnRNA —  heterogenny jądrowy RNA (ang. heterogenous 
nuclear RNA), HTLV-1 —  wirus białaczki limfocytamej 
typu I (ang. Human T-cell Leukemia Virus type I_), HVJ — ja 
poński wirus hemaglutynyjący (ang. Hemagglutinating 
Virus o f  Japan), IRES —  miejsce wewnętrznej inicjacji 
translacji (ang. internal ribosome entry site), LCMV —  wi
rus zapalenia opon mózgowych i splotów naczyniówkowych 
(ang. Lymphocytic Choriomeningitis Virus), LTR —  długie 
powtórzenia końcowe (ang. Long Terminal R epeats), MHV

'Mgr, 2doc. dr hab.; Zakład Biochemii, Państwowy Instytut 
Weterynaryjny, Al. Partyzantów 57, 24-100 Puławy; tel. 
(0-81) 886-3051 wew. 268; e-mail: mrolka@piwet.pula- 
wy.pl, jkuzmak@piwet.pulawy.pl

—  wirus zapalenia wątroby myszy (ang. Mouse Hepatitis 
Virus), Mo-MLV —  wirus białaczki mysiej Moloneya (ang. 
Moloney Murine Leukemia Virus), MoMSV — wirus mięsa
ka mysiego Moloneya (ang. Moloney Murine Sarcoma 
Virus), PPV —  wirus ospowatości śliw (ang. Plum Pox 
Virus), PV —  wirus polio (ang. polioyirus), PSTVd —  wiro
id wrzecionowatości bulw ziemniaka (ang. Potato Spindle 
Tuber Viroid), RNaza P —  rybonukleaza P, RSV —  wirus 
mięsaka Rousa (ang. Rous Sarcoma Virus), sBYDV —  sate
litarny RNA nici (+) i (-) wirusa żółtej karłowatości jęczmie
nia (ang. satellite RNAs o f  Barley Yellow D warf Virus), snR- 
NA — małe jądrowe RNA (ang. small nuclear RNA), sTRSV
—  satelitarny RNA nici (+) wirusa plamistości tytoniu (ang. 
satellite RNAs o f  Tobacco Ringspot Virus), SV40 —  wirus 
małpi 40 (ang. Simian Virus 40), UTR —  region nie ule
gający translacji (ang. untranslated region).

I. Wstęp

Wyrażenie „świat RNA” zostało po raz pierwszy 
użyte, by opisać hipotetyczne stadium w procesie 
powstawania życia, w którym białka nie były jeszcze 
obecne, a cząsteczki RNA pełniły rolę enzymów i 
zdolnych do replikacji nośników informacji 
genetycznej. Biochemiczną skamieniałością pocho
dzącą z tamtego okresu są katalityczne kwasy
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rybonukleinowe, wciąż zazdrośnie strzegące swych 
tajemnic przed współczesnym światem. Przełomo
wym momentem w badaniach nad katalitycznymi 
właściwościami RNA było odkrycie C e c h a  i wsp. 
dotyczące intronu zawartego w prekursorowym 
rRNA Tetrahymena thermophila, który ma zdolność 
samodzielnego wycinania się bez jakiegokolwiek 
udziału białek [1]. Od tego czasu terminem „rybo
zym” określamy krótkie cząsteczki RNA posia
dające zdolność przeprowadzania reakcji auto- 
katalizy bez udziału białek, a także ligacji zhy- 
drolizowanych, międzynukleotydowych wiązań 
fosfodiestrowych. Wywołana przez nie reakcja jest 
specyficzna i przebiega zgodnie z założeniami teorii 
Michaelisa-Menten [2],

II. Typy katalitycznych RNA

II-l. Rybozymy samotnące

Wśród katalitycznych cząsteczek RNA wyróżnia
my rybozymy samotnące (ang. self-cleaving ribozy- 
mes). M ają one zdolność do przeprowadzania auto- 
katalitycznej reakcji bez jakiegokolwiek udziału 
białek. Cechą charakterystyczną produktów po
wstających na skutek ich aktywności jest obecność 
2 ’, 3 ’ cyklicznego fosforanu na końcu jednego z 
nich, zaś 5 ’ koniec drugiego tworzy grupa hydroksy
lowa. Rybozymy samotnące tworzą domeny katali
tyczne o różnym kształcie. Niektóre z nich mają 
kształt „główki młotka”, stąd nazwa rybozymy 
„hammerhead” . Są one reprezentatywne dla nici (+) i 
(-) wiroidu skazy słonecznej awokado (ASBV), sate
litarnego RNA nici (+) wirusa pierścieniowatej pla
mistości tytoniu (sTRSV) i żółtej karłowatości jęcz
mienia (sBYDV), oraz niektórych wirusoidów [3].

Cechą charakterystyczną tej grupy rybozymów 
jest drugorzędowa struktura centrum katalitycznego 
tworzona przez nić (-) wspomnianego wirusoida 
(sTRSV) o kształcie szpilki (ang. hairpin ribozyme)
[4].

Zupełnie innym typem rybozymu samotnącego 
jest wirus zapalenia wątroby typu D (HDV). Jego ak
tywna katalitycznie domena przyjmuje formy nig
dzie wcześniej nie obserwowane —  liścia koniczyny 
(ang. „cloverleaf ’), pseudowęzła (ang. pseudoknot- 
like structures) czy główki strzałki (ang. axehead) 
[5-7]. Wirus HDV posiada wiele cech wiroidów, wi
rusoidów i satelitarnych RNA. Jego genom charakte
ryzuje się obecnością komplementarnych fragmen
tów, ważnych dla replikacji wirusa. Replikacja wiru
sa HDV, podobnie jak u przedstawicieli grupy rybo
zymów „hammerhead” i „hairpin”, zachodzi według

mechanizmu toczącego się koła, a jego obydwie nici, 
sensowna i antysensowna, wykazują aktywność au- 
tokatalityczną [8].

RNA o długości 881 nukleotydów, który jest tran- 
skryptem plazmidowego DNA, występującego w mi- 
tochondriach Neurospora, łączy w sobie cechy auto- 
katalitycznego RNA wirusa HDV, satelitarnych 
RNA, jak  również intronów grupy I. Produkty prze
prowadzanych przez niego katalitycznych reakcji za
chowują charakterystyczne dla rybozymów sa- 
motnących zakończenia, choć kształt aktywnej 
struktury drugorzędowej jest najbardziej zbliżony do 
intronów grupy I [9,10].

II-2. Rybozymy zdolne do samodzielnego 
wycinania się

Inaczej niż w wypadku poprzedniej grupy, aktyw
ność tej klasy rybozymów doprowadza do powstania 
produktów z końcami — 5’- fosforanowym i 3 ’- hy
droksylowym. Wyróżnia się tu introny grupy I i II. W 
wypadku intronów grupy I do rozpoczęcia reakcji sa- 
mowycinania potrzebna jest guanozyna lub jej inna 
ufosforylowana postać GMP, GDP bądź GTP. Grupa 
3 ’-OH wspomnianej guanozyny, dokonuje „ataku 
nukleofilowego” na a-fosfor wiązania fosfodiestro- 
wego, znajdującego się pomiędzy egzonem I i intro- 
nem, a następnie łączy się z ostatnim nukleotydem 
egzonu 5 ’. Nowoutworzona w ten sposób grupa 
3 ’-OH reaguje następnie z fosforem występującym w 
wiązaniu pomiędzy drugim końcem intronu a egzo
nem II. W wyniku dwuetapowej transestryfikacji 
uwalniany jest intron w formie liniowej [11]. Przed
stawicielem tej grupy jest pierwszy poznany rybo
zym —  intron genu 26S rRNA Tetrahymena ther
mophila [1],

Introny grupy II pochodzą z genów mitochon- 
drialnych grzybów i roślin. W przeprowadzanych 
przez nie reakcjach nie jest konieczny udział wol
nych nukleotydów. Inicjacja procesu samowycinania 
dokonuje się poprzez atak nukleofilowy grupy 
2 ’-OH adenozyny, umiejscowionej we wnętrzu in
tronu, na wiązanie fosfodiestrowe styku 5’ egzon-in- 
tron. W końcowej fazie reakcji autokatalitycznej na
stępuje połączenie egzonów i uwolnienie intronu w 
kształcie lassa (ang. lariat) [11].

Innymi cząsteczkami o właściwościach katali
tycznych są małe jądrowe RNA (sn RNA) i białka 
wchodzące w skład spliceosomu. Poprzez wycinanie 
intronów z heterogennego jądrowego RNA (hn 
RNA) zapewniają one powstanie funkcjonalnego 
produktu genu. Wobec tego, że mechanizm reakcji 
zbliżony jest do mechanizmu samowycinania intro-
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nów grupy II, uważa się, iż składanie jądrowego 
pre-mRNA jest wynikiem ewolucji tego ostatniego 
procesu [11].

Redagowanie RNA (ang. editing) polegające na 
potranskrypcyjnej insercji, delecji bądź modyfikacji 
określonych nukleotydów, to kolejny poziom 
regulacji ekspresji genów u Eucaryota. Uczestniczy 
w nim RNA zwany przewodnim (ang. guide RNA). 
Są to krótkie cząsteczki RNA (ok. 40 nukleotydów) 
zawierające na 3 ’ końcu fragment poli (U). Propo
nuje się wiele modeli redagowania transkryptów. 
Jeden z nich, zaproponowany przez C e c h a ,  
zbliżony jest do wycinania intronów grupy I [12].

„głowę młotka” [19]. Jest ona utworzona przez trzy 
helikalne ramiona. Dwa z nich, I i III, których skład 
nukleotydowy nie jest ściśle zachowany, są odpo
wiedzialne za komplementarne wiązanie się rybozy- 
mu z substratem. Ramię II wraz z jednoniciowym 
fragmentem tworzącym rdzeń jest bezpośrednio za
angażowane w przeprowadzenie reakcji katalitycz
nej. Centrum aktywne składa się z konserwatywnych 
nukleotydów niezbędnych dla zachowania aktywno
ści rybonukleolitycznej. Równie istotne jest wystę
powanie co najmniej dwóch par zasad w helisie II, ze

II-3. Rybonukleaza P

RNaza P, po raz pierwszy opisana w 1983 roku 
przez A 11 m a n a i wsp., jest enzymem, który bierze 
udział w dojrzewaniu tRNA. Jest ona złożona z 
białka oraz cząsteczki RNA. Wyniki badań wska
zują, że in vitro, podjednostka RNA w obecności 
wysokiego stężenia jonów Mg, może przeprowadzić 
reakcję katalityczną bez udziału kofaktora 
białkowego. Produktem reakcji jest ufosforylowany 
5’ koniec tRNA. Składnik białkowy jest wymagany 
do przeprowadzenia reakcji przez RNazę P in vitro i 
in vivo w fizjologicznym stężeniu jonów Mg [13].

W pracy tej charakterystyka typów katalitycznych 
RNA została przedstawiona tylko w zarysie. Szerzej 
zagadnienia te w polskim piśmiennictwie zostały 
omówione w pracach przeglądowych innych auto
rów [14-16].

III. Rybozymy “hammerhead”

Najwięcej uwagi poświęca się rybozymom „ham- 
merheacT\ najmniejszym wśród katalitycznych 
RNA. Naturalnie występują one wewnątrz wirusów 
RNA, gdzie działają w układzie cis podczas 
replikacji RNA, zachodzącej, jak  już wspomniano, 
według mechanizmu toczącego się koła (Ryc. la) [2, 
11]. Rybozym i substrat stanowią wtedy jedną 
całość. Zaobserwowano również, że proces rybo- 
nukleolitycznego trawienia może zachodzić także w 
układzie trans. Wtedy to, odmiennie niż w układzie 
cis, substrat i enzym są oddzielnymi cząsteczkami 
(Ryc. Ib) [18].

Zachowanie sekwencji nukleotydowych i homo- 
logia struktury drugorzędowej utworzonej przez nici 
(+) jak i (-) RNA wspomnianego już wiroida skazy 
słonecznej awokado (ASBV), pozwoliło na ustalenie 
charakterystycznej struktury dla rybozymów sa- 
motnących o centrum aktywnym, przypominającym

Ryc. 1. Budowa rybozymów „hammerhead’ aktywnych w pozycji „cis” 
(a) i „trans” (b) wg. pracy D e - M i n  Z h o u  i wsp. [17]. 
Gwiazdki oznaczają komplementarne pary zasad, strzałki — 
miejsce, w którym zachodzi reakcja rozszczepiania wiązań fos- 
fodiestrowych, R I, R II, R III — ramiona rybozymu, Sub — 
substrat, Ryb — rybozym. Wytłuszczonym drukiem zaznaczo
no pary zasad niezbędne do zachowania aktywności centrum 
katalitycznego rybozymu „hammerhead".

szczególnym uwzględnieniem pary G-C, zamy
kającej helisę w pozycji 10 i 11 [3, 20].

Dostępne dane wskazują, że cięcie zachodzi za 
specyficznie rozpoznawaną sekwencją trójnukleoty- 
dową substratu, którą najczęściej jest GUC [20]. W 
pierwszym etapie reakcji autokatalizy następuje aso
cjacja obu oligorybonuleotydów, a następnie hydro
liza wiązania fosfodiestrowego. Podkreśla się fakt, iż 
podczas katalitycznego cięcia tylko substrat ulega 
przekształceniom zaś sam rybozym, uwalniany po 
przeprowadzonej reakcji, jest stale aktywny (Ryc. 2.) 
[18].
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Reakcja rybonukleolityczna zachodzi w drodze 
transestryfikacji. Rozszczepienie wiązania pomię
dzy nukleotydarni następuje poprzez atak nukleofilo- 
wy grupy 2 ’-OH na najbliższe wiązanie fosfodiestro- 
we. W efekcie powstają dwa produkty — jeden, za
kończony 2’, 3 ’cyklicznym fosforanem, drugi — 
grupą OH na 5 ’ końcu. Hydroliza przeprowadzana 
przez rybozymy “hammerheacT’ związana jest z in
wersją konfiguracji na atomie fosforu, a więc po
wstaniem pięciowartościowego stanu przejściowego 
[22, 23]. Ważną rolę w zachodzącej reakcji odgry
wają jony metali. Zapewniają one utrzymanie aktyw
nej konformacji rdzenia katalitycznego, a poza tym

III-l. Identyfikacja miejsca cięcia dla rybozymów

W doborze miejsca cięcia dla rybozymów zasad
niczą rolę odgrywa sekwencja trójnukleotydu, za 
którą to cięcie zachodzi. Stosowana jest tu “reguła 
NUH” gdzie N —  może być każdym z nukleotydów, 
U —  to urydyna zaś H —  to każdy z nukleotydów z 
wyjątkiem guanozyny [25]. Przyjmuje się, że skład 
sekwencji otaczających NUH nie wywiera wpływu 
na samą reakcję rozszczepienia. Zaobserwowano 
jednak, że występowanie dwukrotnie powtórzonej 
sekwencji UA od strony 3 ’ zwiększa jej wydajność 
10 krotnie [26].

P o w stan ie  s u b s tr a tu  
( t r a n s k r y p c ja )

W p ro w ad z en ie  ry b o zy m u  
( tr a n s fe k c ja  RN A  lu b  tr a n s k ry p c ja  cDN A )

Fragm ent 5

są kofaktorami przeprowadzanej reakcji. Jony dwu- 
wartościowe takie jak: Mg2+, Mn2+, Ca2+, Co2+, a ta
kże w mniejszym stopniu Sr2+ i Ba2+, spełniają oby
dwie te funkcje w odróżnieniu od Cd2+ i Zn2+, uczest
niczących w reakcji jedynie jako kofaktory [24], 

Planując zastosowanie rybozymów jako czynni
ków przeciwwirusowych niezbędne jest wybranie re
gionu genomu wirusa nie podlegającego mutacjom 
oraz odgrywającego zasadniczą rolę w replikacji lub 
samym procesie zakażenia komórki. Wybrany frag
ment wirusowego RNA musi poza tym zawierać 
określone trzy nukleotydy rozpoznawane przez ry
bozymy a także, co jest bardzo ważne dla zajścia re
akcji rybonukleolitycznej, nie powinien zawierać 
struktur drugorzędowych. Na podstawie sekwencji 
takiego regionu ustala się skład nukleotydowy rybo
zymu, a następnie bada się jego aktywność w 
układzie komórkowym i pozakomórkowym.

Ryc. 2. Schemat wprowadzenia i katalitycz
nego działania rybozymu „hammer
head” wg. pracy M e n k e i 
H o b o m [21]

Aktywność rybozymu oraz specyficzność prze
prowadzanej reakcji uwarunkowana jest długością 
jego ramion. Zbyt krótkie ramiona I i III mogą być 
przyczyną utraty swoistości rybozymu, zaś ramiona 
zbyt długie zmniejszają szybkość oddysocjowywa- 
nia produktów, co w konsekwencji prowadzi do za
blokowania katalitycznych właściwości cząsteczek 
RNA. Wydaje się, że jeśli chodzi o specyficzność re
akcji długość ramienia końca 3 ’ rybozymu jest bar
dziej krytyczna niż końca 5’ [23, 27]. Z analizy da
nych wynika, ze optymalna długość helisy I i III to 
7-8 nukleotydów [28].

III-2. Wprowadzanie rybozymów do komórek

Wyróżnia się dwie strategie wprowadzania rybo
zymów do komórek eukariotycznych — egzo- i en
dogenną. Podstawą ich wyróżnienia jest rodzaj
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wprowadzanego materiału. W przypadku strategii 
egzogennej jest to syntetyczny fragment RNA 
będący rybozymem, zaś w przypadku endogennej — 
do komórki za pomocą wektora ekspresyjnego wpro
wadzany jest cDNA kodujący rybozym, który zosta
je  przepisany na RNA przy udziale polimeraz komór
kowych.

III-2.1. Egzogenna strategia wprowadzania rybozymów 
do komórek

RNA rybozymu jest syntetyzowane chemicznie 
(łańcuchy o długości około 30-40 nukleotydów) 
bądź enzymatycznie przy pomocy polimeraz RNA 
(SP6 czy T7) transkrybujących matrycowe DNA w 
układzie pozakomórkowym [29]. Może ono zostać 
wprowadzone do komórki za pomocą standardowych 
metod tj. poprzez elektroporację oraz za pośrednic
twem liposomów czy też bezpośrednio przez iniek
cję [21, 23]. Pierwszym krokiem, który należy 
podjąć w stosunku do wprowadzanego materiału, 
jest jego odpowiednia modyfikacja pozbawiająca 
RNA wolnych grup 2 ’-OH. Zapewnia ona uzyskanie 
oporności na komórkowe nukleazy, a co za tym idzie, 
wydłuża okres półtrwania w komórce danej cząstecz
ki rybozymu. Najczęściej stosowanymi podstawni
kami są: 2 ’-deoksy, 2 ’-fluoro, 2 ’-0-m etylo-,
2 ’-0-allilo- oraz 2 ’-amino pochodne [30]. M odyfi
kacje te obejmują również podstawienie przez 2 ’-flu- 
orocytydynę nukleotydów znajdujących się poza re
gionem katalitycznym, a także wprowadzenie 
wiązań fosforotionowych na miejsce fosfodiestro- 
wych [21]. Bardzo ważne jest jednak, żeby wprowa
dzane modyfikacje nie pozbawiły rybozymu jego 
własnej aktywności [31].

Wydaje się, że zastosowanie liposomów kationo
wych jako nośników jest najbardziej efektywnym 
sposobem wprowadzenia katalitycznych cząsteczek 
RNA do komórki. Jest to możliwe dzięki od- 
działowywaniom elektrostatycznym pomiędzy do
datnio naładowanym nośnikiem materiału genetycz
nego, a ujemnie naładowaną błoną komórkową. Po
brany materiał na skutek destabilizacji i rozpadu en- 
dosomu jest uwalniany do cytoplazmy [32]. Warto 
też dodać, iż już sama asocjacja z liposomami zabez
piecza katalityczne RNA przed aktywnością 
zewnątrzkomórkowych rybonukleaz [31].

Głównym mankamentem tej metody jest brak sta
bilnej ekspresji wprowadzonego do komórki rybozy
mu. Stosując tę technikę nie uzyskuje się wystar
czającego stężenia rybozymu w komórce. Jest to spo
wodowane zbyt niską efektywnością pobierania 
RNA a także jego degradacją w środowisku komór
kowym [29]. Zastosowanie liposomów kationowych

w przypadku linii komórkowych THP-1, HeLa/LAV 
zakażonych wirusem HIV-1 nie pozwoliło na obniż
enie syntezy wirusowego białka p24. Zaobserwowa
no ponadto niespecyficzne działanie rybozymów 
związanych z nośnikami kationowymi, a zwiększe
nie dawki tych ostatnich stało się cytotoksyczne dla 
badanych komórek [33].

III-2.2. Endogenna strategia wprowadzania rybozymów 
do komórek

Strategia ta stwarza możliwość skutecznej trans- 
fekcji prawie wszystkich docelowych komórek. Za
stosowanie różnego rodzaju promotorów umożliwia 
regulowanie poziomu ekspresji cDNA rybozymu, a 
użycie selekcyjnych genów markerowych pozwala 
na wyprowadzenie linii komórkowych, konstytutyw
nie syntetyzujących cząsteczki katalitycznego RNA 
[29]. W metodzie tej jako nośniki sekwencji nukle- 
otydowych rybozymów wykorzystywane są różne 
wektory. Do najczęściej stosowanych należą wekto
ry retrowirusowe, które stwarzają możliwość trans- 
fekcji licznych typów komórek i poprzez integrację 
wprowadzanego materiału genetycznego umożli
wiają długotrwałą ekspresję rybozymu [34]. Kolej
nym nośnikiem są wektory adenowirusowe, które 
podobnie jak retrowirusy, posiadają zdolność zaka
żania wielu typów komórek. Adenowirusy nie ule
gają jednak integracji z DNA jądrowym i indukują 
silną odpowiedź komórkową organizmu wobec wek
tora [31, 34]. Zastosowanie kaset ekspresyjnych daje 
możliwość uwzględnienia niezwykle ważnych wa
runków dla ekspresji rybozymów. Należą do nich ini
cjacja, terminacja i regulacja procesu transkrypcji 
sekwencji kodującej rybozym, a także stabilizacja i 
lokalizacja powstałego transkryptu [23,31]. Najczę
ściej stosowanymi promotorami są promotor genu 
polimerazy II, pozwalający na tkankowo specyficzną 
ekspresję rybozymu oraz promotor genu polimerazy
III, który zapewnia wysoki poziom ekspresji wpro
wadzanego rybozymu [31].

IV. Zastosowanie rybozymów „hammer- 
head” jako czynników przeciw- 
wirusowych

Rybozymy „hammerhead'l, są najmniejszymi 
wśród katalitycznych RNA. Ze względu na swoją 
wielkość stanowią one odpowiedni materiał do 
syntezy chemicznej czy wprowadzania ich do 
poszczególnych wektorów [35]. Jakie pozostałe 
cechy przemawiają za wykorzystaniem ich jako 
czynników przeciwwirusowych? Z przedstawionych 
wcześniej danych wynika, że rybozymy „hammer-
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head” są dobrze scharakteryzowane pod względem 
zasad doboru sekwencji i regionu wirusa, który 
stanowiłby miejsce docelowe dla rybozymu, składu 
nukleotydowego aktywnego centrum katalitycznego 
czy parametrów kinetycznych przeprowadzanych 
reakcji [36]. Są one aktywne również w układzie 
trans, a ich wysoka specyficzność, minimalna cyto- 
toksyczność niewątpliwie wskazują na skuteczną i 
przede wszystkim bezpieczną możliwość wykorzys
tania ich jako czynników przeciwwirusowych [18, 
35].

Najwcześniej pojawiło się doniesienie dotyczące 
aktywności rybonukleolitycznych RNA w układzie 
pozakomórkowym, w którym opisano specyficzną 
reakcję przeprowadzaną przez 19 nukleotydowy ry- 
bozym, dla którego substratem był inny, 24 nukleoty
dowy fragment RNA [2].

Po raz pierwszy C a m e r o n i J e n n i n g s  [37] 
zaobserwowali, że rybozym dzięki swojej zdolności 
do rozszczepiania egzogennego RNA, może 
hamować ekspresję specyficznego genu również w 
układzie komórkowym. W przeprowadzonym przez 
nich doświadczeniu użyto sekwencję genu cat (trans- 
acetylazy chloramfenikolowej), którą wprowadzono 
do niekodującego regionu 3 ’ genu lucyferazy, 
będącego pod kontrolą wczesnego promotora wirusa 
SV 40. K onstruktem  takim  transfekow ano 
kom órki linii C O S I, a następnie kontran- 
sfekow ano je  plazm idem  zaw ierającym  DNA 
kodujący rybozym  skierow any przeciw ko mRNA 
CAT. W układzie takim  ekspresja genu cat była 
zaham ow ana o 30%.

Wzrost zainteresowania wirusem HIV przyczynił 
się do rozwoju badań nad potencjalnym 
wykorzystaniem rybozymów jako czynników 
przeciwwirusowych. Dostarczyły one nowych 
informacji pozwalających na lepsze zrozumienie 
działania katalitycznych cząsteczek RNA i 
efektywniejsze ich zastosowanie. S u n  i wsp. [38] 
planując strategię przeciwwirusowego użycia 
rybozymów wykorzystali funkcjonalne i struktu
ralne znaczenie sekwencji 'P dla dojrzewania 
wirionow retrowirusów. Zastosowano ją  w bada
niach w układzie pozakomórkowym, a jako model 
posłużył wirus białaczki mysiej Moloneya 
(Mo-MLV). Do dalszych badań użyto komórki linii 
NIH 3T3 zakażone wirusem Mo-MLV, trans- 
fekowane wektorem pSV2neo, zawierającym 
rybozym przecinający RNA w obrębie sekwencji T . 
Zaobserwowano zahamowanie replikacji wirusa o 
80%. Zastosowanie podobnego konstruktu w 
komórkach zakażonych wirusem HIV-1 spowo
dowało obniżenie produkcji wirusowego białka p24

o 90%, a także opóźnienie tworzenia syncytiów. 
B r a m 1 a g e i wsp. badali aktywność rybozymów 
„hammerhead”, rozpoznających specyficznie 
sekwencje w regionie LTR wirusa H IV -1 [39]. Kiedy 
badano ekspresję genu wskaźnikowego lucyferazy, 
znajdującego się pod kontrolą promotora LTR 
wirusa H IV -1, w linii komórkowej HeLa, została ona 
obniżona wskutek aktywności katalitycznych RNA 
od 61 do 87% w zależności od użytego rybozymu. 
Podobnie D r o p u 1 i ć i wsp. [40] wykorzystali 
rybozym tnący RNA wirusa HIV-1 w regionie LTR. 
Uszkodzenie sekwencji U5 LTR, a przez to 
pozbawienie mRNA zakończenia m7G, unie
możliwia prawidłowy i wydajny przebieg procesu 
translacji. Specyficzną aktywność rybozymu 
wykazano zarówno w układzie pozakomórkowym, 
jak  i w komórkach linii HeLa, gdzie zaobserwowano 
zahamowanie procesu namnażania się wirusa HIV-1. 
Niestety rybozym był aktywny tylko przez okres 1 
tygodnia, ponieważ później poziom wirusa w 
hodowli komórkowej znacząco wzrastał. 
Przypuszcza się, że przyczyną tego zjawiska była 
duża zmienność wirusa HIV. Rozwiązaniem tego 
problemu mogłoby być zastosowanie rybozymów 
rozpoznających różne docelowe sekwencje wirusa 
(ang. multitarget ribozyme constructions) [21]. Są to 
tak zwane rybozymy „drugiej generacji” . 
Udoskonalenie ich działania polega na 
zaprojektowaniu takiego zestawu rybozymów, które 
jednocześnie mogłyby rozpoznawać różne docelowe 
sekwencje wirusa. Wtedy, jeśli w jednym z regionów 
nastąpiłaby mutacja, nie pozwalająca na specyficzne 
rozpoznanie danej pozycji rozszczepienia, pozostałe 
rybozymy działałyby w innych, niezmienionych 
miejscach. Za przykład może posłużyć grupa kilku 
rybozymów, połączonych w tandem, skierowanych 
przeciwko poszczególnym sekwencjom zawie
rającym region GUC, zlokalizowanym w RNA genu 
env wirusa HIV [41]. Takie rybozymy połączone 
kowalencyjnie, z których każdy posiadał 8 
nukleotydowe regiony flankujące, wykazywały 
aktywność rybonukleolityczną w układzie poza
komórkowym. Dzięki zastosowaniu tej strategii w 
odniesieniu do komórek linii HeLa uzyskano istotne 
zahamowanie tworzenia syncytiów oraz 
zmniejszoną ekspresję białka p24 wirusa HIV. Inny 
konstrukt tego rodzaju, zwany „shot-gun”, opisali 
O k h a w a i wsp. [42]. Użyli oni kilku rybozymów 
„hammerhead” rozpoznających różne docelowe 
regiony wirusa HIV. Ich sekwencje zostały 
wbudowane w kasety ekspresyjne tRNA, połączone 
ze sobą w taki sposób, że pomiędzy nimi 
występowały jeszcze rybozymy działające w
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układzie cis. Rolą tych ostatnich było przepro
wadzenie autokatalitycznego rozszczepienia 
„złączy”. W ten sposób uzyskano 5 rybozymów 
„hammerhead” tnących niezależnie i jednocześnie w 
układzie trans docelowe RNA wirusa HIV-1. 
Rybozymy, jako czynniki przeciwwirusowe mogą 
być zastosowane również na zupełnie innym etapie 
procesu zakażenia komórki wirusem. Dzięki ich 
aktywności może dojść do hamowania wiązania i 
fuzji wirusa z komórką gospodarza. Miejscem 
zakotwiczenia się wirusa HIV-1, który 
charakteryzuje się tropizmem do makrofagów, jest 
receptor CCR5, znajdujący się na powierzchni 
komórek docelowych. C a g n o n  i R o s s i  [43] 
zaprojektowali rybozym specyficzny wobec mRNA 
tego receptora, który następnie został wprowadzony 
za pomocą kasety ekspresyjnej, zawierającej 
promotor genu polimerazy RNA III, do linii 
komórkowej HOS.CD4.CCR5. Zaobserwowano 
70% ograniczenie ekspresji receptora CCR5, a przez 
to widoczne zahamowanie procesu namnażania się 
wirusa HIV, wykazującego tropizm do makrofagów. 
W kolejnych badaniach wykorzystano trimer 
rybozymów rozpoznający trzy różne miejsca w 
mRNA dla receptora CCR5. Jego aktywność 
wpłynęła zarówno na obniżenie poziomu mRNA, jak 
i infekcyjności wirusa. Gdy połączono działanie 
trimeru z kolejnym rybozymem przecinającym 
mRNA genów regulatorowych tat-rev zaobser
wowano obniżenie infekcyjności wirusa w linii 
komórkowej HOS.CD4/CCR5. Gdy konstrukt ten 
wprowadzono do macierzystych komórek krwio
twórczych CD34, komórki te różnicowały się do 
makrofagów, które z kolei wykazywały oporność na 
zakażenie wirusem HIV-1, charakteryzującym się 
tropizmem do tego typu komórek [44].

Strategię tandemowych rybozymów wykorzysta
no również w badaniach nad wirusem grypy, który 
podobnie jak  wirus HIV charakteryzuje się dużym 
stopniem zmienności. Genom wirusa grypy typu A to 
8 jednoniciowych segmentów RNA zakończonych 
wysoce konserwatywnymi regionami, które stano
wią odpowiednie miejsce dla związania aktywnych 
rybonukleolitycznie cząsteczek RNA. Bliskie 
sąsiedztwo dwóch miejsc GUC na 5 ’ końcu 5 seg
mentu pozwoliło na zaprojektowanie rybozymu-tan- 
demu zawierającego dwa centra katalityczne. Sku
teczność tego konstruktu i jego wyższość nad rybo
zymem hydrolizującym tylko jedno wiązanie fosfo- 
diestrowe potwierdzono w układzie komórkowym, 
gdzie uzyskano 96-99% ograniczenie replikacji w i
rusa grypy typu A [45]. Układ podwójnego rybozy
mu zastosowano również w badaniach nad wirusem

pryszczycy (FMDV), który także charakteryzuje się 
dużą zmiennością genetyczną [46].

Wykorzystanie wektora retrowirusowego do 
wprowadzania sekwencji rybozymu opisali L o -  
w e n s t e i n  i S y m o n d s  [47]. Autorzy ci zastoso
wali wektor LNL6, skonstruowany na bazie wirusa 
białaczki mysiej Moloneya (Mo-MLV), w którym re
gion 5’LTR i sekwencja 'F pochodziła z wirusa m ię
saka mysiego (MoMSV). Dzięki tej modyfikacji ry
bozym, dla którego substratem jest właśnie sekwen
cja %  specyficznie rozpoznawał i rozszczepiał RNA 
wirusa Mo-MLV. Konstrukcja taka wykazała 
działanie przeciwwirusowe także po wprowadzeniu 
do zakażonych komórek linii NIH 3T3.

Innym wirusem, którego mRNA stało się substra
tem dla rybozymów, był wirus białaczki bydła 
(BLV). Transkrypcja prowirusowego DNA-BLV 
uzależniona jest od obecności dwóch białek Tax i 
Rex. Aby określić wpływ aktywnych katalitycznie 
cząsteczek RNA na proces replikacji wirusa BLV 
zsyntetyzowano dwa rybozymy, rozpoznające jako 
substrat mRNA rex/tax. W warunkach pozakomór- 
kowych tylko jeden z nich rozszczepiał mRNA genu 
tax. Gdy sekwencję tego rybozymu wklonowano do 
wektora eukariotycznego, w którym jego ekspresja 
była regulowana przez promotor wirusa mięsaka Ro- 
usa, a następnie taki konstrukt wprowadzono do ko
mórek płuc nietoperza zakażonych BLV, zanotowano 
obniżenie aktywności odwrotnej transkryptazy o 
90% i zmniejszenie o 61% produkcji wirusowego 
białka p24 [48].

M a e  d a  i wsp. [49] zaprojektowali rybozymy 
rozpoznające jako substrat RNA kodujący polimera- 
zę RNA zależną od RNA wirusa zapalenia wątroby 
myszy (MHV), pełniącej krytyczną rolę w jego repli
kacji. Aby zapewnić wysoki poziom ekspresji katali
tycznego RNA sekwencja rybozymu została wklono- 
wana do wektora ekspresyjnego pEF321-T i umiesz
czona pod kontrolą promotora genu dla ludzkiego 
czynnika elongacyjnego l a .  Wykazano, że w zaka
żonych komórkach, gdzie występowała aktywność 
odpowiedniego rybozymu, produkcja cząstek wirusa 
MHV, mierzona testem łysinkowym, uległa znaczne
mu obniżeniu. Zahamowaniu podlegał również pro
ces tworzenia syncytiów.

Wirus zapalenia wątroby typu B (HBV) należy do 
DNA-wirusów. Cechą charakterystyczną tej rodziny 
—  Hepadnaviridae — jest to, że replikacja genomu 
zachodzi w procesie odwrotnej transkrypcji 
wirusowego mRNA, zwanego pregenomem. 
Właściwość tę wykorzystano w badaniach nad 
przeciwwirusową aktywnością rybozymów. Jednym 
z białek kodowanych przez DNA wirusa HBV jest
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białko X, które pełni rolę czynnika trans- 
aktywującego. Sekwencja tego genu jest ściśle 
zachowana i znajduje się w każdym z transkryptów 
wirusa HBV. K im  i wsp. [50] badali dwa rybo- 
zymy, RzA i RzB, które w układzie komórkowym 
powodowały obniżenie aktywności transaktywu- 
jącej białka HBx o 95 i 50%. P a s s m a n i wsp. [51], 
kontynuując badania nad rybozymami skierowanymi 
przeciwko mRNA-HBx, zaobserwowali, że w skutek 
ich aktywności nastąpiło zahamowanie ekspresji 
genów wirusa HBV, niezbędnych do jego replikacji.

Genom wirusa zapalenia wątroby typu C (HCV) 
stanowi jednoniciowe RNA (+). Aktywność rybo
zymów w odniesieniu do nici (+) i (-) RNA-HCV 
badano w komórkach CHO. Zsyntetyzowano 6 
rybozymów, z których 4 specyficznie rozpoznawały 
nić (+) a dwa nić (-). Sekwencje poszczególnych 
rybozymów wklonowano do kasety ekspresyjnej 
pGval. Kaseta ta zawierała promotor polimerazy III 
oraz strukturę pętli pochodzącą z ludzkiego 
adenowirusa (ang. stem-loop structure), w obrębie 
której znajdował się rybozym. Otrzymany konstrukt 
umieszczono w wektorze adenowirusowym pod 
kontrolą promotora wirusa RSV, a następnie 
wprowadzono do komórek linii CHO zakażonych 
wirusem HCV. Spowodowało to znaczne obniżenie 
poziomu wirusowego RNA [52].

Region 5’UTR wirusa HCV charakteryzuje się 
wysokim stopniem konserwatywności. Zawiera on 
sekwencję IRES (ang. internal ribosome entry site), 
która zapewnia inicjację procesu translacji białek wi
rusa niezależnie od struktury czapeczki. M a c i e 
j a k  i wsp. [53] skonstruowali rybozymy rozpo
znające 15 różnych miejsc w obrębie sekwencji 
5 ’UTR HCV. Ich zdolność do przeprowadzania reak
cji rybonukleolitycznej badano w komórkach linii 
OST7. Do komórek tych, przy pomocy liposomów 
kationowych, wprowadzano syntetyczny RNA po
szczególnych rybozymów, a także plazmidy zawie
rające promotor polimerazy T7, region 5 ’ UTR HCV 
połączony z genem wskaźnikowym — lucyferazą. 
Aktywność rybonukleolityczna rybozymów mierzo
na aktywnością lucyferazy wahała się od 40 do 70%. 
Ze względu na duże podobieństwo w replikacji wiru
sa HCV i wirusa polio (PV), wpływ katalitycznych 
RNA na proces namnażania się wirusa HCV badano 
w komórkach linii HeLa zakażonych wirusem PV, w 
którym sekwencję IRES zastąpiono odpowiadającą 
sekwencją wirusa HCV. W układzie takim, po wpro
wadzeniu rybozymów, nastąpiła 50% redukcja repli
kacji wirusa.

O k h a w a  i wsp. [54] zaprojektowali trzy rybo
zymy „hammerhead” tnące specyficznie RNA ko

dujące białka wirusa HCV genotypu lb, najbardziej 
opornego na działanie a-interferonu. Zaobserwowa
no, że wydajność reakcji nukleolitycznej z udziałem 
rybozymu zależy od lokalizacji sekwencji docelowej 
oraz, że nie zawsze poziom aktywności rybozymu 
jest zgodny ze stopniem zahamowania procesu 
namnażania się wirusa. Widoczne było również, iż 
zastosowanie zbyt długiego substratu (1217 z) mogło 
spowodować wytworzenie struktury drugorzędowej, 
uniemożliwiającej związanie z rybozymem. 
Pociągnęło to za sobą konieczność użycia aż 1000 
krotnego nadmiaru rybozymu wobec docelowego 
RNA.

X i n g  i W h i t t o n  [55, 56] badali aktywność 
rybozymów skierowanych przeciwko sekwencji S 
wirusa LCMV (wirus limfocytamego zapalenia opon 
mózgowych i splotów naczyniówkowych myszy), 
należącego do arenawirusów. Segment S jest jednym 
z dwóch segmentów jednoniciowego RNA stano
wiącego genom LCMV i koduje on, w kierunku 
sensownym, glikoproteinę C, zaś w antysensownym 
nukleoproteinę. Geny te są przedzielone krótkim 
fragmentem tworzącym prawdopodobnie strukturę 
drugorzędową, w obszarze której znajdują się specy
ficzne nukleotydy GUC, rozpoznawane przez rybo
zym (R ib l) [55]. Przypuszcza się, że to właśnie 
struktura szpilki była przyczyną braku jego aktywno
ści, gdyż pozostałe rybozymy (Rib3, Rib4, Rib5), dla 
których miejsca cięcia znajdowały się poza regionem 
struktury drugorzędowej, przeprowadzały pra
widłowo reakcję rozszczepienia wiązań fosfodie- 
strowych, a doświadczenia przeprowadzane na li
niach komórkowych wykazały obniżenie poziomu 
RNA LCMV. Stwierdzono jednak, że występowały 
różnice w aktywności zastosowanych rybozymów. 
Należy to prawdopodobnie tłumaczyć różnym stop
niem związania się poszczególnych rybozymów z 
miejscem docelowym, odmiennym składem regio
nów flankujących, a także zmiennością genetyczną 
samego wirusa. Ekspresja najbardziej aktywnego ry
bozymu (Rib 5) doprowadziła do blisko stukrotnego 
obniżenia produkcji cząstek wirusa LCMV [56].

K i t a j  im a  i wsp. [57] wykorzystali dla wpro
wadzenia rybozymów do komórek liposomy katio
nowe zintegrowane z cząsteczkami wirusa HVJ (ja
pońskiego wirusa aglutynującego). Podyktowane to 
zostało wysoką zdolnością do opłaszczania cząste
czek RNA, efektywnym pobieraniem takich kom
pleksów przez komórkę oraz ich lokalizacją w po
bliżu jądra. Układ taki zastosowano wobec mRNA 
genów tax/rex wirusa białaczki limfocytarnej typu I 
(HTLV-I). Ich skuteczność, jako inhibitorów ekspre
sji wirusa HTLY-I, badano w komórkach fibrobla-

POSTĘPY BIOCHEMII 47(4), 2001 289
http://rcin.org.pl



stów płodowych szczura transfekowanych cDNA 
HTLV-I. Tylko rybozym skierowany przeciwko 
mRNA genu tax wykazywał swoją specyficzność w 
układzie komórkowym. Brak aktywności drugiego z 
rybozymów wynikał z użycia niepełnej sekwencji 
genu rex w cDNA użytym do transfekcji komórek.

Perspektywą dla dalszego rozwoju badań nad ry- 
bozymami są zwierzęta transgeniczne. Pierwsze pró
by nie dotyczyły wprawdzie przeciwwirusowego za
stosowania rybozymów, ale wskazywały na możli
wość uzyskania zwierząt transgenicznych, w komór
kach których zachodziłaby ekspresja aktywnych ka
talitycznie cząsteczek RNA. L ’ H u i l l i e r  i wsp. 
[58] skrzyżowali ze sobą transgeniczne myszy, u któ
rych obserwowano wysoką ekspresję genu a-lakto- 
albuminy bydlęcej, z linią myszy transgenicznych z 
wbudowaną sekwencją rybozymu, specyficznego 
wobec genu a-laktaalbuminy. Aktywność rybozymu 
u myszy z pokolenia F I, u których zachodziła eks
presja obydwu wbudowanych genów, doprowadziła 
do obniżenia poziomu docelowego mRNA nawet do 
78%, w porównaniu do transgenicznych zwierząt nie 
zawierających sekwencji rybozymu.

Możliwość wprowadzenia za pomocą wektora 
adenowirusowego sekwencji rybozymu do komórek 
myszy transgenicznych z wbudowanym genem 
ludzkiego hormonu wzrostu (hGH) badali L i e b e r 
i K a y  [59]. Zastosowano różne promotory do 
regulacji ekspresji wprowadzanych rybozymów. 
Zaobserwowano zależność poziomu ekspresji 
rybozymu od zastosowanego promotora a także 
korelację pomiędzy ilością syntetyzowanego 
rybozymu, a poziomem mRNA hGH. Najbardziej 
aktywny z nich doprowadził do ponad 96% redukcji 
syntezy hormonu wzrostu.

Przeciwwirusowe działanie rybozymów u 
zwierząt transgenicznych badali również W a n g i 
wsp. [60]. Skonstruowany rybozym, którego substra- 
tem był RNA wirusa klasycznego pomoru świń, 
wklonowano do wektora ekspresyjnego pMHR32 
pod kontrolę promotora genu owczej metalotioneiny. 
Konstrukt ten wprowadzono metodą mikroiniekcji 
do zygot. W hepatocytach uzyskanych od transge
nicznych królików obecność RNA-rybozymu stwier
dzono metodą RT-PCR, a wyniki badań wskazywały, 
że zwierzęta uzyskały oporność na zakażenie zjadli
wym szczepem tego wirusa.

V. Uwagi końcowe

Od początku lat osiemdziesiątych, kiedy to 
C e c h  i wsp. [1] odkryli enzymatyczne cząsteczki 
RNA zdolne do przeprowadzenia reakcji katali

tycznej bez udziału białek, z roku na rok coraz więcej 
wiemy o budowie i funkcjonowaniu rybozymów. 
Każde doświadczenie dostarcza nowych informacji 
o sposobie wprowadzania katalitycznych RNA, ich 
zachowaniu się w środowisku komórkowym oraz 
zdolności do regulacji ekspresji poszczególnych 
genów poprzez hydrolizę wiązań pomiędzy 
rybonukleotydami. Takie cechy jak zdolność do 
autokatalitycznego rozszczepiania nici RNA, przede 
wszystkim w układzie trans, specyficzność 
przeprowadzanych reakcji, a także możliwość 
wielokrotnego wykorzystania rybozymów, 
przyczyniły się do powstania koncepcji 
przeciwwirusowego zastosowania rybozymów. 
Najwięcej doświadczeń w tym kierunku wykonano z 
zastosowaniem rybozymów „hammerhead” i „hair
p in” i były to w większości doświadczenia 
przeprowadzane w układach komórkowym i 
pozakomórkowym. Prawdopodobnie i próby z 
uwzględnieniem doświadczalnie zakażonych 
zwierząt będą dawały coraz więcej pozytywnych 
wyników. Ostatnio pojawiają się doniesienia o 
zastosowaniu rybozymów jednocześnie z terapią 
HAART (ang. Highly Active Antiretroviral Therapy 
—  wysoce aktywna terapia antyretrowirusowa). 
W skazują one na to, że aktywność przeciwwirusowa 
rybozymów pozwala na użycie niższych dawek 
leków hamujących proces namnażania się wirusa 
HIV [61].

Warto też wspomnieć, że przeciwwirusowe 
działanie rybozymów nie ogranicza się tylko do w i
rusów ludzkich i zwierzęcych. Wirusy roślinne, 
szczególnie wirusy roślin uprawnych, powodują rok
rocznie poważne straty plonów. Prowadzone prace 
badawcze mają na celu uzyskanie jak najlepszych 
metod zwalczania chorób wirusowych. Po raz pierw
szy Y a n g  i wsp. [62] zaobserwowali, że w skutek 
aktywności wprowadzonego rybozymu nastąpiło ob
niżenie, do niewykrywalnego poziomu, RNA wiro- 
ida wrzecionowatości bulw ziemniaka (PSTVd) w 
komórkach transgenicznego ziemniaka {Solanum tu
berosum). Zastosowanie rybozymów stwarza rów
nież możliwość ochrony przed zakażeniami, na które 
dotąd w ogóle nie ma skutecznej terapii. W skazują 
na to pierwsze doniesienia o przeciwwirusowej ak
tywności rybozymów rozpoznających sekwencje w i
rusa ospowatości śliw (PPV)[63].

Wydaje się więc, że dzięki tak szeroko zakrojonym 
badaniom podstawowym i aplikacyjnym nad rybo- 
zymami, zastosowanie katalitycznych RNA, jako 
czynników przeciwwirusowych, rokuje duże 
nadzieje.
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Wykaz stosowanych skrótów: BER — naprawa poprzez 
wycięcie zasady (ang. base excision repair)-, CDDP — 
diaminodichloroplatyna; FEN-1 — ssaczaflap  endonukleaza-1, 
inaczej zwana 5’-egzonukleazą-l; miejsca AP — miejsca 
apurynowe/apirymidynowe; NER — naprawa poprzez wycięcie 
nukleotydu (ang. nucleotide excision repair)-, PCNA — jądrowy 
antygen podziałów komórkowych (ang. proliferating cell nu
clear antigen)-, TNR — powtarzające się sekwencje 
trójnukleotydowe.

I. Wstęp

W trakcie wielu ważnych procesów metabolizmu 
DNA, takich jak: replikacja [1, 2], rekombinacja 
[3-5], czy też naprawa [6, 7], może się formować 
rozgałęziona pośrednia struktura DNA, zwana 5’ 
flap  DNA (Ryc. 1), zawierająca wolny jednoniciowy 
koniec 5 ’, wystający z dwuniciowego segmentu [8]. 
Taki substrat jest następnie rozpoznawany i 
degradowany przez specyficzne nukleazy [9], które 
potrafią odcinać endonukleolitycznie jego 
jednoniciowy fragment od reszty cząsteczki, bez 
względu na jego długość [10] i sekwencję [11]. Na 
przykład polimeraza DNA z Thermus aquaticus 
odcina nawet 268-nukleotydowe jednoniciowe 
ramię w miejscu jego połączenia z dwuniciowym 
odcinkiem DNA [12]. Enzymy o wspomnianej 
aktywności należą do grupy egzonukleaz 5’-3’, 
zwanych również nukleazami 5 ’ [13] i są funkcjo-

’Mgr, 2dr hab.; Instytut Biochemii i Biofizyki, PAN, Zakład 
Biosyntezy Białka, ul. Pawińskiego 5a, 02-106 Warszawa.

nalnie konserwowane począwszy od wirusów, przez 
eubakteria, archebakteria, niższe eukariota aż do 
ssaków [9, 8, 14].

Ryc 1. Struktura 5 'ßap  DNA.

II. Enzymy specyficzne wobec struktury 5’ 
flap  DNA

W komórkach eukariotycznych jeden enzym — 
FEN-1 (flap endonukleaza-1, inaczej 5 ’-egzo- 
nukleaza-1) wykazuje dwie różne aktywności: 
endonukleolityczną wobec struktury typu 5’ flap  i 
egzonukleolityczną wobec dwuniciowego DNA. 
Ssacza endo-/egzonukleaza FEN-1 o masie cząste
czkowej 42 kDa [15, 16] jest wysoce homologiczna 
do enzymów z Saccharomyces cerevisiae i Schizo- 
saccharomyces pombe, zwanych odpowiednio 
RAD27 (inaczej R T H l)irad2  [17,18]. Funkcjonalne 
homologii FEN-1 z eubakteria to polimeraza 1 DNA 
z Escherichia coli oraz polimeraza DNA z Thermus 
aquaticus. Powyższe bakteryjne enzymy wykazują 
podobieństwo w sekwencji aminokwasów do FEN -1, 
tylko w obrębie domeny N-terminalnej, z którą 
związana jest aktywność egzonukleazy 5 ’-3 ’ [12,
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19]. Natomiast do wirusowych funkcjonalnych 
homologów FEN-1, degradujących 5 ’ flap  DNA, 
zaliczane są: RNaza H z faga T4 i egzonukleaza 5 ’-3 ’ 
z faga T5 [20, 21]. Enzymy z eubakteria i wirusów 
wykazują stosunkowo niskie podobieństwo w 
sekwencji aminokwasów do nukleazy FEN-1 [14]. 
Natomiast homologii FEN-1 znalezione u arche- 
bakteria: Archaeglobius fulgidus, Methanococcus 
jannaschii [22] i Pyrococcus furiosus  [23] wykazują 
około 74% podobieństwa w sekwencji amino
kwasów do nukleazy FEN-1 (Ryc. 2).

Endonukleazy specyficzne wobec struktury 5 ’ 
f la p  DNA mają konserwowane dwie domeny: 
N -term inalną i w ew nętrzną (ang. / — intermediate) 
[28], zawierające konserwowane kwaśne amino-

III. Struktura krystaliczna nukleaz 5’

Badania krystalograficzne homologów FEN-1 
ujawniają ich bardzo interesującą strukturę 
przestrzenną. Egzonukleaza z faga T5 posiada w 
swojej strukturze helikalny łuk, który jest formo
wany przez dwie helisy, jedną zawierającą ładunek 
pozytywny i drugą zawierającą reszty hydrofobowe. 
Helikalny fragment tworzy otwór („ucho”) wystar
czająco duży, żeby mógł się w nim ulokować 
jednoniciowy DNA. Centrum aktywne enzymu 
znajduje się u podstawy helikalnego łuku, gdzie 
mogą być związane dwa jony dwuwartościowe [25]. 
Badania struktury krystalicznej nukleaz 5’ takich 
jak: polimeraza DNA z Thermus aąuaticus, RNaza H

Liczba Reprezentatywne Konserwowane Aktywność Podobieństwo
przedstawicieli enzymy domeny FEN-1 sekwencji

(%)

1 29 147 337 365

Ssaki ? h FEN-1 n  w 1 IM + 100
106 244 337 380

1 29 145 339 366

Drożdże 2 Sc RAD27 r  ■  m + 79
107 242 

1 22 141
346 382 

332

Archebakteric 3 Pf FEN-1 rm m + 74
100 250 340

1 13 105 832

Eubaktcric 6 Tag DNA poi I 1 ■  m □ 54
85 202

Wirusy 4 T4 RNaza H
1 14 118

r..m m
90 212

305

+ 42

D  Domena N - terminalna Domena wewnętrzna H  Domena oddziaływania z białkiem 1 Sekwencja sygnałowa kierująca do jądra

Ryc 2. Przedstawiciele nukleaz 5’ [wg 14], Do ssaczych enzymów należą ludzka i mysia FEN-1. Drożdżowymi przedstawicielami są RAD27 z Sac
charomyces cerevisiae i rad2 z Schizosaccharomyces pombe. Archebakterie zawierają FEN-1 z Archaeglobius fulgidus, z Methanococcus jan
naschii i z Pyrococcus furiosus. Polimeraza 1 DNA z Escherichia coli i polimeraza DNA z Thermus aąuaticus, polimeraza DNA z Thurmus 
ßavus, polimeraza DNA z Bacillus caldotenax, polimeraza DNA z Deinoccocus radiodurans i polimeraza DNA z Streptococcus pneumoniae 
należą do eubakteria. Wirusowymi przedstawicielami są RNaza H z faga T4, egzonukleaza 5’-3’ z faga T5, egzonukleazy z faga T7 i T3.

kwasy, odgrywające krytyczną rolę w katalizie 
(Ryc. 2). W iększość z tych aminokwasów ma 
również znaczenie w wiązaniu jonów  metali i 
hydrolizie substratu [13]. Natomiast domena C- 
terminalna, która jest nieobecna w białkach z 
eubakteria i wirusów, a jest konserwowana w 
systemie archebakteryjnym, pośredniczy w od
działywaniu z białkiem  PCNA (jądrowy antygen 
podziałów komórkowych) [16]. Ponadto C-ter- 
minalne reszty zasadowe, które są unikalne dla 
enzymów eukariotycznych, służą prawdopodobnie 
jako sekwencja sygnałowa, pozwalając białkom na 
m igrację do jądra, gdzie wymagana jest ich 
aktywność [24].

z faga T4 [26], FEN-1 z Pyrococusfuriosus [27] oraz 
FEN-1 z Methanoccocus jannaschii [28], również 
wykazują istnienie łuku lub pętli, potwierdzając, że 
ten element struktury jest ważny dla działania 
enzymu [29], Ponadto analiza mutacyjna regionu 
pętli w FEN -1 z Methanoccocus jannaschii sugeruje, 
że jest ona krytyczna zarówno w wiązaniu jak i 
degradacji struktury 5 ’ fla p  DNA [30].

IV. Rola nukleaz 5’ w procesach metabo
lizmu DNA

Nukleazy 5 ’ są enzymami szeroko rozpow
szechnionymi, biorącymi udział w wielu reakcjach i
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odgrywającymi istotną rolę w metabolizmie 
komórki. Na przykład, uszkodzone zasady DNA 
powstające w wyniku promieniowania jonizującego, 
lub prostych czynników alkilujących, mogą być 
naprawiane przy udziale ludzkiej egzonukleazy 
FEN-1 w procesie zwanym naprawą poprzez 
wycięcie zasady (ang. base excision repair —  BER) 
[7]. Reakcja ta jest inicjowana przez glikozylazę 
DNA hydrolizującą wiązanie zasada-cukier i gene
rującą w ten sposób miejsca apurynowe/apiry- 
midynowe (miejsca AP). Są one przecinane po 
stronie 5 ’ przez endonukleazę AP. W przypadku 
utlenionych lub zredukowanych miejsc AP, może

Ryc 3. Naprawa nieregularnych miejsc AP poprzez wycięcie zasady 
[wg 7], Miejsce AP jest nacinane po stronie 5’ przez 
endonukleazę AP. Polimeraza p lub 8 syntezuje fragment DNA, 
w przypadku utlenionych i zredukowanych miejsc AP, 
generując strukturę 5'Jlap DNA. FEN — 1 (z pomocąPCNA) 
degraduje endonukleolitycznie jednoniciowy segment. Ligaza 
1 DNA łączy DNA.

być tworzona struktura 5' fla p  DNA. Polimeraza p 
lub 5 poczynając od miejsca przecięcia DNA, 
syntetyzuje dwa do sześciu nukleotydów, wypycha
jąc jednocześnie nić istniejącą w dupleksie. 
Następnie ludzka FEN-1 może usunąć endo- 
nukleaolitycznie cały jednoniciowy uszkodzony 
fragment, wprowadzając cięcie w miejscu jego

połączenia z odcinkiem dwuniciowym. Naprawione 
DNA jest ligowane przez ligazę 1 DNA (Ryc. 3) [6].

Nukleazy aktywne wobec 5 ’ f la p  DNA mogą 
także brać udział w naprawie poprzez wycięcie 
nukleotydu (NER). Proces ten jest odpowiedzialny 
za naprawę fotoproduktów powstałych pod 
wpływem promieniowania UV, jak  i innych 
uszkodzeń DNA [31, 32]. Rozgałęzione struktury 
DNA podobne do tych postulowanych dla NER, są 
degradowane przez FEN-1 [9] oraz RAD2 z 
Saccharomyces cerevisiae [15].

Homologi ludzkiej FEN-1: RAD27 z Saccharo
myces cerevisiae i rad2 z Schizosaccharomyces po- 
mbe mogą pełnić funkcje naprawcze zasad DNA, po
wstałych w wyniku promieniowania UV np. dime- 
rów tyminowych, na drodze alternatywnej ścieżki 
naprawy poprzez wycięcie DNA (ang. alternative 
DNA excision repair). Wykazano, że wprowadzenie 
nacięcia przez nukleazę UVDE po stronie 5’ uszko
dzenia inicjuje naprawę. Na tak przygotowany sub
strat działa następnie nukleaza 5 ’ wprowadzając na
cięcie po stronie 3’ uszkodzenia [33].

W drożdżach Saccharomyces cerevisiae nukleaza 
RAD27 jest ważna dla wzrostu tego organizmu [18]. 
Mutacje w genie kodującym RAD27 powodują wra
żliwość na czynniki alkilujące, promieniowanie UV 
oraz wzrost poziomu niestabilności prostych powtó
rzonych sekwencji DNA. Możliwe jest, że mutacje w 
ludzkim homologu —  FEN -1, mogą zwiększać praw
dopodobieństwo powstania raka jelita grubego i inne 
rodzaje raka, które są wynikiem duplikacj i sekwencj i 
[34]. Ponadto RAD27 prawdopodobnie bierze udział 
w zapobieganiu wydłużania i skracania powta
rzających się sekwencji trójnukleotydowych (TNR). 
Delecyjne mutanty w genie kodującym to białko wy
kazują destabilizację obszaru z powtórzeniami CTG 
i jego wydłużanie. To sugeruje, że defekty w ludzkim 
odpowiedniku RAD27, mogą prowadzić do chorób 
genetycznych, które są powiązane z wydłużaniem 
TNR, jak: dystrofia mięśniowa, choroba Hungtinto- 
na, kilka rodzajów ataksji [35, 36].

Postuluje się, że przedstawiciele nukleaz 5’ są 
enzymami wymaganymi w czasie replikacji DNA do 
usuwania primerów RNA z fragmentów Okazaki 
[37, 2], Wycięcie primera RNA jest pierwszym i 
koniecznym krokiem potrzebnym do zakończenia 
replikacji na nici opóźnionej, zanim fragmenty 
Okazaki zostaną połączone przez ligazę DNA. W 
Escherichia coli usunięcie primera RNA wymaga 
aktywności egzonukleazy 5’-3 ’ polimerazy I DNA, 
oraz RNazy H [38]. Ponieważ żadna ze znanych 
eukariotycznych polimeraz nie wykazuje aktyw
ności egzonukleazy 5 ’-3’, przypuszcza się, że w
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komórkach tych organizmów, proces ten jest 
przeprowadzany dzięki współdziałaniu nukleaz: 
RNazy HI i 5 ’-3 ’ egzo/endonukleazy —  FEN-1 
[39,40]. RNaza HI odcina prawie cały primer RNA 
pozostawiając jedynie monorybonukleotyd przy
łączony do DNA. Jest on następnie usuwany przez 
FEN-1 egzonukleolitycznie lub endonukleo- 
litycznie, razem z fragmentem DNA, zsynte- 
zowanym przez polimerazę a . Sugeruje się, że we 
fragmentach Okazaki może powstawać struktura 
typu 5’ flap , dzięki syntezie DNA przez polimerazę 
DNA z wcześniejszego fragmentu Okazaki i 
rozwijaniu DNA przez helikazę. Ta struktura jest 
dopiero trawiona przez endonukleołityczną aktyw
ność FEN-1 [37, 41, 5].

Wykazano, że podczas replikacji, ludzka FEN-1 
może także brać udział w naprawie niewłaściwie 
wstawionych zasad DNA (ang. mismach repair) 
przez polimerazę a . Po zakończeniu syntezy primera 
RNA, polimeraza a  syntetyzuje fragment o długości
10-20 nukleotydów. Enzym ten nie posiada jednak 
żadnego mechanizmu pozwalającego usuwać 
niewłaściwie włączone deoksynukleotydy, które 
mogą destabilizować helikalną strukturę DNA w 
swoim sąsiedztwie. Struktura taka staje się substra- 
tem dla ludzkiej FEN-1, pozwalając na łatwiejszą en- 
donukleolityczną degradację tych uszkodzeń [42],

Mysia FEN-1 jest zdolna do degradacji 5 ’ flap  
DNA, powstającego prawdopodobnie jako struktura 
pośrednia, w procesie łączenia dwuniciowych 
pęknięć DNA (ang. double-strand break repair), 
podczas rekombinacji niehomologicznej [15, 10]. W 
procesie tym zachodzi przerwanie ciągłości 
dwuniciowej struktury DNA i jego późniejsze 
łączenie. Nie jest tu wymagana wysoka homologia 
sekwencji. Najczęściej są to krótkie fragmenty od 
jednego do pięciu nukleotydów, mające 
nakierowywać reakcje łączenia pękniętych nici 
DNA (ang. endjoining ). Naprawa z wykorzystaniem 
krótkich odcinków homologii jest rzadziej 
występującym mechanizmem naprawy w procesie 
niehomologicznej rekombinacji [5]. Mogą się tutaj 
formować pośrednie struktury y  flap  DNA, które są 
substratem dla nukleaz 5 ’ [16].

V. Mechanizm degradacji struktury 5’ 
flap  DNA

V -l. Mechanizm pętli

Zaproponowano dwa mechanizmy endonukleo- 
litycznej degradacji 5 ’ fla p  DNA przez nukleazy 5 ’. 
Pierwszym z nich jest model „pętli” (ang. looping

model), w którym enzym potrzebuje tylko związać 
się lub współdziałać z wolnym jednoniciowym 
końcem 5 ’ w tej strukturze, żeby ulec aktywacji. 
Nukleaza w stanie aktywnym pozostając związana z 
końcem 5’, wiąże się następnie z miejscem 
włączenia jednoniciowego fragmentu w dwuniciowy 
odcinek, wyginając ten niesparowany segment w 
pętlę (Ryc. 4). W tym miejscu enzym zaczyna

Ryc4. Modele degradacji 5'flap  DNA przez nukleazy 5’ [wg 11]. A — 
model pętli. Enzym wiąże się w miejscu połączenia jedno
niciowego segmentu w dwuniciowy odcinek, ale musi również 
oddziaływać z wolnym końcem 5’, żeby wystąpiła degradacja. 
B — model „przewlekania”. I — enzym musi związać się z 
wolnym końcem 5’. II — ruch enzymu na nici. Enzym może 
przesuwać się po nici w dwóch kierunkach, przewlekając 
jednoniciowy segment przez otwór, w swojej strukturze 
wewnętrznej. III — odcięcie jednoniciowego segmentu przez 
enzym.

katalizę i odcina następnie jednoniciowy segment od 
reszty dwuniciowej struktury [41].

V-2. Mechanizm przewlekania

Drugim zaproponowanym mechanizmem 
działania nukleaz 5 ’, wobec 5 ’ fla p  DNA, jest model 
„przewlekania” (ang. threading model). W tym
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przypadku enzym „przewleka” wolny jednoniciowy 
fragment DNA, przez otwór („ucho”), w swej 
strukturze, począwszy od końca 5 ’ do miejsca 
włączenia jednoniciowego odcinka w strukturę 
dwuniciową. Tutaj następuje degradacja substratu i 
zostaje uwolniony jednoniciowy DNA (Ryc. 4). 
Enzym może przesuwać się po nici DNA w dwóch 
kierunkach: nukleaza może wchodzić na wolny 
koniec 5 ’ i ześlizgiwać się z niego, odstępując od 
reakcji [43, 29, 13, 11].

W obu proponowanych modelach miejsce, w 
którym następuje degradacja 5 ’ fla p  DNA, jak  i 
powstały produkt reakcji, są identyczne. Jednak 
bardziej prawdopodobnym z przedstawionych 
mechanizmów działania, jest model „przewlekania”. 
Przemawia za nim sporo dowodów eksperymen
talnych i daje się go powiązać ze strukturą 
krystaliczną zbadanych przedstawicieli tej grupy 
enzymów. Jak już wspomniano, w białkach tych 
występuje helikalny motyw, gdzie mógłby się 
lokować jednoniciowy, a nie dwuniciowy DNA [25]. 
Dlatego też, komplementarny primer przyłączany w 
różnych punktach na jednoniciowym  odgałęzieniu w 
y  flap  DNA, przeszkadza cielęcej 5’-3 ’ egzo/endo- 
nukleazie (cFEN-1) [41], czy też ludzkiej FEN-1 
[16], w endonukleolitycznej degradacji tej struktury. 
Taki dwuniciowy DNA stanowi przeszkodę dla 
enzymu, który nie może dotrzeć do miejsca 
hydrolizy i zdegradować substratu.

Model „przewlekania” daje się również połączyć 
z naprawą uszkodzonego DNA, przez nukleazy 5’. 
Struktura 5 ’ flap  DNA z adduktami umiejsco
wionymi na jednoniciowym segmencie, takimi jak 
cfs-diaminodichloroplatyna (CDDP —  czynnik 
antynowotworowy, wiążący się do DNA, indukujący 
jego uszkodzenie), czy też jej duże pochodne, jest 
endonukleolitycznie degradowana przez ludzką 
FEN-1 (hFEN-1). Enzym ten również hydrolizuje 
endonukleolitycznie strukturę 5' fla p  DNA, w której 
na jednoniciowym segmencie występują pojedyn
cze, lub podwójne dimery tymidynowe [29]. 
Natomiast CDDP zlokalizowane w sąsiedztwie 
miejsca włączenia jedniniciowego fragmentu, w 
strukturę dwuniciową, hamuje aktywność hFEN-1 
[43]. Inny enzym — cFEN-1, toleruje biotynylowane 
nukleotydy na wolnym końcu 5 ’, lub też wewnątrz 
jednoniciowego segmentu w 5’ fla p  DNA. Enzym 
ten nie jest jednak zdolny do degradacji tej struktury, 
jeżeli biotyna jest połączona z białkiem —  
streptawidyną [11].

Związek nukleaz 5’ z naprawą DNA zgodnie z 
mechanizmem „przewlekania” potwierdzają 
również badania genetyczne. Brak aktywnego

RAD27 w komórkach Saccharomyces cerevisiae, 
powoduje defekty w procesie naprawy, oraz 
wrażliwość na czynniki alkilujące i promieniowanie 
UV [44]. Nukleazy 5 ’ mogłyby więc „przewlekać” 
jednoniciowy segment w 5' flap  DNA, zawierający 
uszkodzone zasady, począwszy od wolnego końca 5 ’ 
tego substratu, do miejsca degradacji. Tutaj 
następowałoby usunięcie uszkodzenia, poprzez 
odcięcie całego jednoniciowego segmentu, razem ze 
zmodyfikowanymi nukleotydami [43]. Taki mecha
nizm działania enzymu pozwala także na naprawę 
różnego typu uszkodzeń, bez potrzeby specy
ficznego rozpoznawania struktury uszkodzonego 
nukleotydu [40]. Jest on tylko zależny od utworzenia 
odpowiedniej struktury DNA dla działania enzymu 
—  5’ flap  DNA. Może być jednak ograniczony 
wielkością modyfikacji, narzuconą przez rozmiar i 
giętkość „łuku” w enzymie, które nukleaza może 
tolerować. Ponadto mechanizm „przewlekania” jest 
w zgodzie z obserwowanym obniżeniem aktywności 
nukleaz 5’ w przypadku gdy uszkodzenia są umiej
scowione zbyt blisko punktu endonukleolitycznej 
degradacji struktury 5’ flap  DNA [43].

Istnieją jednak pewne dowody przeczące pro
ponowanemu wyżej mechanizmowi „przew le
kania”. Ludzka FEN-1 degraduje strukturę 5 ’ flap  
DNA, w której jednoniciow y odcinek został 
zmodyfikowany, poprzez przyłączenie do niego
11-nukleotydowego fragmentu, co w efekcie dało 
strukturę widełek. Struktura ta jest na tyle duża, że 
powinna zahamować aktywność enzymu. Stwier
dzono jednak, że obecność takiej struktury nie 
obniża aktywności hFEN-1. Dopiero dodatkowa 
modyfikacja tej struktury przez CDDP w obrębie 
powstałych widełek, czyni ją  niedostępną dla 
enzymu [29].

Ponadto inne nukleazy 5’ działają endonukleo- 
lityczne nie tylko na y  fla p  DNA, ale również na 
struktury dwuniciowe, mające w swoim obrębie 
jednoniciowy fragment. Enzymy te nie potrzebują 
więc jednoniciowego segmentu zawierającego 
wolny koniec 5 \  Nukleaza z Saccharomyces 
cerevisiae —  RAD2 działa endonukleolitycznie na 
dwuniciowy DNA, zawierający wewnątrz region 14 
niesparowanych nukleotydów [45]. Enzym z kala
fiora, przecina strukturę ramię —  pętla, po stronie 3 ’ 
pętli [46].

VI. Roślinne homologi nukleaz 5’

Rośliny wyższe są interesującym systemem do ba
dania mechanizmu koordynacji pomiędzy replikacją 
i naprawą DNA. Podlegają one wpływowi promie
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niowania UV przez dłuższy okres niż zwierzęta czy 
drożdże [47]. Nie mogą również uniknąć jego efek
tów. Z drugiej strony rozwój roślin wyższych jest za
leżny od ekspozycji na światło słoneczne, włączając 
promieniowanie UV, ponieważ energia dla tego pro
cesu jest dostarczana dzięki fotosyntezie. Normalny 
rozwój roślin wyższych jest regulowany przez inicja
cję podziałów komórkowych tkanek merystematycz- 
nych i formowanie się organów. Procesy te zachodzą 
w obecności promieniowania UV, które jak wiadomo 
może powodować uszkodzenia DNA [47].

Jednakże w porównaniu ze zwierzętami, czy 
niższymi eukariontami mało jest wiadomo na temat 
białek, czy genów zaangażowanych w replikację i 
naprawę DNA w roślinach wyższych [48]. Są 
opisane w literaturze dwa enzymy roślinne, 
wyizolowane: z ryżu (Oryza sativa), określany jako 
OsFEN-1 i z kwiatostanów kalafiora {Brassica 
oleráceo) [46]. Odgrywają one prawdopodobnie rolę 
we wspomnianych procesach. W ykazują one 
podobną aktywność endonukleolityczną, wobec 
struktury 5' flap  DNA, jak  nukleazy 5’, które biorą 
udział w replikacji i naprawie DNA. Ponadto białko 
OsFEN-1 wykazuje 53,5 % podobieństwa w 
sekwencji aminokwasów z ludzkim FEN-1, 56,4% z 
FEN-1 z Xenopus, 50,3% z RAD 27 z S. cerevisiae i 
52,3% z rad2 z S. Pombe [48].

Ponieważ badanie roślinnych odpowiedników 
nukleaz 5’, może dostarczyć wiele informacji na 
temat mechanizmu współdziałania replikacji i 
naprawy DNA, zajęto się badaniem aktywności 
dwóch innych nukleaz roślinnych, dobrze 
scharakteryzowanych pod względem ich działania 
wobec RNA [49-61]. Są to nukleaza ChS — 
izolowana ze stromy chloroplastów pszenicy 
{Triticum vulgare) [54] oraz nukleaza Rn- izolowana 
z jąder komórkowych zarodków żyta {Secale 
cereale) [53]. Badając oba enzymy pod kątem ich 
aktywności wobec struktur typu flap , zaobser
wowano, że nukleaza ChS wykazuje wysoką 
aktywność endonukleaolityczną wobec y  fla p  DNA, 
podczas gdy nukleaza Rn nie wykazuje takiej 
aktywności w stosowanych przez nas warunkach 
(Przykorska —  dane niepublikowane). Nukleaza Rn 
wykazuje natomiast wyższą niż nukleaza ChS 
aktywność egzonukleazy 3 ’-5’, wobec jednonicio- 
wego segmentu w 3 ’ fla p  DNA. Struktura ta 
proponowana jest jako forma pośrednia w naprawie 
przez rekombinację niehomologiczną (ang. non- 
homologous end-joining) [5].

Celem wyjaśnienia mechanizmu działania 
nukleazy ChS wobec 5 ’ f la p  DNA, przygotowano 
substraty zawierające modyfikacje tej struktury.

Otrzymane rezultaty wykazują, że wprowadzone 
zmiany mogą obniżać badaną aktywność enzymu, co 
sugeruje, że mechanizm „przewlekania” jest 
możliwy. Przeciw takiej możliwości świadczy 
jednak fakt, że nukleazy ChS i Rn wykazują 
aktywność endonukleazową także wobec odcinka 
jednoniciowego, wypchniętego z dwuniciowej 
struktury DNA (ang. boulge), a więc wolny 
jednoniciowy koniec nie jest niezbędny dla działania 
enzymu.

Obie nukleazy: Rn i ChS są enzymami roślinnymi, 
specyficznymi wobec jednoniciowego RNA i DNA. 
Działają one jednak w różny sposób na badane struk
tury. Być może różnice w działaniu tych nukleaz wy
nikają z innej ich lokalizacji w komórce i związane 
są z innymi funkcjami obu enzymów. ChS izolowany 
jest bowiem z młodych chloroplastów liści pszenicy, 
a Rn z jąder komórkowych zarodków żyta.

VII. Podsumowanie

Powyższa charakterystyka nukleaz 5 ’ pozwala 
stwierdzić, że reakcję degradacji struktury 5’ flap  
DNA, mogą przeprowadzać enzymy należące do 
różnych klas. Są to zwykle enzymy wielofunkcyjne, 
które oprócz zdolności do odcinania jednoniciowego 
odcinka w strukturze typu 5' fla p  DNA, pełnią tez 
inne, niekiedy całkiem odmienne funkcje. 
Przykładem może tu być polimeraza I DNA z Esche
richia coli, która w układach in vitro ma zdolność do 
rozpoczynania replikacji w miejscu pęknięcia, z 
dwuniciowych matryc zawierających koniec 3 ’-OH. 
In vivo enzym ten polimeryzuje krótkie fragmenty 
DNA np. w miejscach, gdzie zostały usunięte 
primery RNA lub odbudowuje fragmenty DNA, z 
których wcześniej zostały wycięte źle włączone 
zasady. Polimeraza ta posiada równocześnie 
aktywność egzonukleazy sprawdzającej 3 ’-5 ’, kory
gując w ten sposób błędy powstające podczas poli
meryzacji. Nukleaza 5 ’ z faga T4 (T4 RNaza H) 
wykazuje dodatkowo aktywność egzonukleazy 5’-3’ 
wobec hybrydowych cząsteczek RNA-DNA. 
Chloroplastowa nukleaza ChS jest enzymem specy
ficznym wobec jednoniciowych i wyeksponowanych 
na zewnątrz cząsteczki odcinków w RNA i DNA. 
Również w mitochondriach występują białka 
wykazujące homologię do FEN-1 np. DIN7 z 
Saccharomyces cerevisiae, który należy do rodziny 
białek XPG, biorących udział w naprawie i 
replikacji.

Dalsza dokładna analiza wyników badań z zasto
sowaniem mutacji oraz ko-krystalizacja enzymów z 
substratem DNA, powinna przybliżyć nam zrozu
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mienie mechanizmu działania tej fascynującej grupy 
enzymów.

Artykuł otrzymano 5 marca 2001 r. 
Zaakceptowano do druku 8 listopada 2001 r.
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Kwercetyna: znaczenie w mutagenezie i karcynogenezie

Quercetin: the significance in mutagensis and
carcinogenesis

ANDRZEJ TRZECIAK
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P450 2C8; CYP 3A4 — cytochrom P450 3A4; DNA-PK — ki
naza białkowa zależna od DNA, białko uczestniczące w napra
wie DNA przez rekombinację niehomologiczną; DHPAA — 
kwas dihydroksyfenylooctowy; GST — S-transferaza glutatio- 
nowa; LDL — frakcja lipoprotein o niskiej gęstości; MAP, kina
zy — kinazy białkowe aktywowane przez mitogeny; MeIQ — 
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I. Wprowadzenie

Flawonoidy są związkami występującymi w du
żych ilościach w roślinach i produktach roślinnych. 
W zależności od zwyczajów żywieniowych dzienne
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spożycie flawonoidów: flawonoli (kwercetyny,
kempferolu, mirycetyny) i flawonów (luteoliny, api- 
geniny) waha się od 3 mg do 70 mg. Głównym 
źródłem flawonoli i flawonów w zależności od kraju 
może być herbata (Japonia), czerwone wino 
(Włochy) lub cebula i jabłka (Finlandia, Grecja, 
USA) [1, 2]. Kwercetyna (Ryc. 1) jest najbardziej 
rozpowszechnionym flawonoidem występującym w 
produktach spożywanych przez człowieka. Dzienne 
spożycie kwercytyny wynosi około 25 mg [3],

W pożywieniu kwercetyna występuje najczęściej 
w postaci P-glikozydów m.in. rutyny, kwercetryny i 
glukozydów kwercetyny, w których jest ona 
powiązana odpowiednio z rutynozą, ramnozą lub 
glukozą.

Dane epidemiologiczne wskazują, że kwercetyna 
i inne flawonoidy zmniejszają ryzyko wystąpienia 
choroby wieńcowej serca i udaru mózgu [2, 4-7]. 
Efekt ten może mieć związek z hamowaniem utlenia
nia frakcji lipoprotein o niskiej gęstości, a w konse
kwencji zmniejszaniem szybkości tworzenia płytek 
miażdżycowych. W szczególności kwercetyna jako 
silny antyoksydant może przeciwdziałać utlenianiu 
tej frakcji lipoprotein [8-10].

Kwercetyna może także wpływać na przebieg pro
cesów nowotworzenia. W latach 70-tych wykazano, 
że związek ten działa mutagennie w układach bakte
ryjnych. Jednakże badania przeprowadzone na zwie
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kwas 3-hydroksy- kwas 4-hydroksy-3-
fenylooctowy metoksyfenylooctowy

rzętach nie potwierdziły obaw, że może ona działać 
jako czynnik sprzyjający zmianom nowotworowym, 
co więcej badania te wskazują na właściwości anty- 
karcynogenne kwercetyny.

II. Wchłanianie i metabolizm kwercetyny

Kwercetyna występująca w postaci aglikonu 
wchłaniana jest w całym jelicie, natomiast kwercety
na wchodząca w skład glikozydów — w jelicie cien
kim [11, 12]. Glikozydy, które nie zostały przyswo
jone w jelicie cienkim dostają się do jelita grubego, 
gdzie sąhydrolizow ane przez P-glikozydazy wytwa
rzane przez florę bakteryjną; powstały w ten sposób 
aglikon ulega wchłonięciu przez śluzówkę jelita gru
bego.

Ilość przyswojonej kwercetyny oraz szybkość jej 
wchłaniania przez organizm człowieka może zależeć 
od postaci w jakiej występuje ona w pożywieniu. 
Stwierdzono, że po zjedzeniu porcji cebuli zawie
rającej 225 pmoli kwercetyny, głównie w postaci

300

Ryc. 1. Przebieg metabolizmu kwer
cetyny w tkankach (1) i w 
świetle okrężnicy (2). Nie 
uwzględniono reakcji sprzę
gania z kwasami glukurono- 
wym i siarkowym.

glukozydów, maksymalne jej stężenie w osoczu 
(0,74 pM) występowało już po godzinie od spożycia. 
W przypadku zjedzenia 331 pmoli kwercetyny 
wchodzącej w skład rutyny maksymalne stężenie 
kwercetyny (0,30 pM) stwierdzono dopiero po bli
sko 10 godzinach [13]. Szybkość osiągnięcia maksy
malnego stężenia kwercetyny w osoczu po spożyciu 
glukozydów kwercetyny wskazuje, że są one 
wchłanianie w jelicie cienkim, podczas gdy powolne 
wchłanianie rutyny wynika z jej znikomego przy
swajania w tej części jelita.

Glukozydy kwercetyny są przyswajane w jelicie 
cienkim przez enterocyty za pośrednictwem białka 
SGLT1 —  transportera glukozy zależnego od gra
dientu stężeń Na+ [11, 14]. Transporter ten nie trans
portuje jednak rutyny, chociaż jej obecność stwier
dza się w osoczu [15]. Część glikozydów, które 
zostaną wchłonięte przez enterocyty ulega następnie 
hydrolizie. W cytosolu komórek błony śluzowej 
jelita stwierdzono występowanie P-glikozydazy, 
która hydrolizuje 4 ’-glukozyd kwercetyny [16].
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Glikozydy kwercetyny mogą być także hydrolizo- 
wane w świetle jelita. W jelicie cienkim występuje 
.P-glikozydaza: laktaza floryzynowa, która związana 
z błoną rąbka szczoteczkowego może hydrolizować 
m.in. 3-glukozyd kwercetyny oraz 4 ’-glukozyd 
kwercetyny z wytworzeniem aglikonu w pobliżu 
błony komórkowej enterocytów [17]. Dodatkowo w 
jelicie grubym kwercetyna powstaje w wyniku ak
tywności hydrolaz bakteryjnych. Kwercetyna może 
wnikać do komórek błony śluzowej na drodze dyfu
zji biernej.

W komórkach nabłonka jelitowego kwercetyna 
jest sprzęgana z kwasem glukuronowym przez trans- 
ferazę UDP-glukuronową; głównymi produktami tej 
reakcji są 3- i 7-glukuronid kwercetyny [14]. Z ente
rocytów do krwi transportowane są poza koniugata- 
mi kwercetyny również niewielkie ilości glikozydów 
kwercetyny oraz kwercetyny występującej w postaci 
wolnej [15, 18].

Metabolizm kwercetyny w wątrobie jest słabo po
znany. Brak jest doniesień o przekształceniach tego 
związku katalizowanych przez enzymy I fazy meta
bolizmu ksenobiotyków. Białka II fazy metabolizmu 
ksenobiotyków przeprowadzają O m etylację kwer
cetyny oraz jej sprzęganie z kwasem glukuronowym 
i siarkowym. Produktami O-metylacji kwercetyny 
katalizowanej przez O-metylotransferazę katecho- 
low ąsąpochodne zawierające grupy metylowe w po
zycjach 3 ’ i 4 ’ [19, 20]. Podczas sprzęgania kwerce
tyny z kwasem glukuronowym powstaje z kolei 3-, 
7-, 4 ’- i 3 ’-glukuronian kwercetyny. Enzymy II fazy 
metabolizmu ksenobiotyków przekształcają zarów
no aglikon, jak  i glikozydy kwercetyny. M ogą one 
również przeprowadzać modyfikacje jednocześnie 
kilku różnych grup hydroksylowych kwercetyny [21, 
22]. Metabolity kwercetyny powstające w wątrobie 
są wydalane z żółcią; część z nich jest z powrotem 
wchłaniana w jelicie.

W jelicie część kwercetyny ulega rozpadowi pod 
wpływem enzymów bakteryjnych i lekko alkaliczne
go środowiska. Enzymy bakteryjne powodują rozbi
cie pierścienia pironowego kwercetyny (pierścienia 
C) z wytworzeniem kwasów fenylooctowego i feny- 
lopropionowego oraz innych pochodnych (Ryc. 1) 
[23]. W środowisku alkalicznym kwercetyna ulega 
chemicznej degradacji i utlenieniu [24]. Przy dużym 
spożyciu warzyw następuje wzrost pH treści pokar
mowej w jelicie co może przyczyniać się do przy
spieszonego rozpadu kwercetyny [25].

Przedstawione dane wskazują na to, że kwercety
na występuje w organizmie człowieka nie tylko w 
postaci aglikonu, ale również różnych glikozydów, 
koniugatów i produktów rozpadu. Każda z pochod

nych kwercetyny może mieć odmienne działanie bio
logiczne. Produkty degradacji kwercetyny: kwas di- 
hydroksyfenylooctowy (DHPAA) i kwas /?-hydro- 
ksyfenylooctowy (pHPAA) hamują agregację płytek 
krwi w większym stopniu niż kwercetyna [26,27]. W 
doświadczeniu mającym na celu porównanie aktyw
ności biologicznej glikozydów: 3-glukozydu kwer
cetyny, 4 ’-glukozydu kwercetyny, 3,4’-diglukozydu 
kwercetyny i 3-rutynozydu kwercetyny oraz kwerce
tyny stwierdzono, że zablokowanie grupy 3-hydro- 
ksylowej kwercetyny powoduje utratę zdolności po
wstałej pochodnej tego związku do indukowania w 
mysich komórkach Hepalclc7 raka wątroby aktyw
ności enzymu II fazy metabolizmu ksenobiotyków: 
reduktazy chinonowej, natomiast zablokowanie gru
py 4 ’-hydroksylowej przyczynia się do zmniejszenia 
właściwości anty oksydacyjnych glikozydu w porów
naniu z aglikonem [28]. Glukuroniany kwercetyny 
hamują aktywność oksydazy ksantynowej, przy 
czym stopień hamowania działania enzymu zależy 
od położenia grupy glukuronianowej w koniugacie 
kwercetyny [21]. Zatem przy badaniu aktywności 
biologicznej kwercetyny należy pod uwagę wziąć 
również jej metabolity.

III. Znaczenie kwercetyny w mutagenezie 
i karcynogenezie

Zainteresowanie kwercetyną jako składnikiem 
występującym w żywności wzrosło po stwierdzeniu 
jej właściwości genotoksycznych i mutagennych w 
teście Amesa oraz testach przeprowadzanych na ko
mórkach ssaków [29-31]. Niektóre z długookreso
wych badań przeprowadzonych na gryzoniach do
starczyły również informacji o jej właściwościach 
karcynogennych; podawanie dużych ilości kwerce
tyny powodowało gruczolaki i gruczolakoraki kana
lików nerkowych [32] oraz raki jelita i pęcherza mo
czowego szczurów [33]. Jednakże pomimo wyników 
doświadczeń wskazujących na zdolność kwercetyny 
do wywoływania mutacji i procesu nowotworzenia 
większość długookresowych badań przeprowadzo
nych na gryzoniach nie potwierdza tych właściwości 
[34].

Kwercetyna nie tylko charakteryzuje się brakiem 
właściwości mutagennych i karcynogennych, ale 
również może chronić przed skutkami działania pew
nych mutagenów i karcynogenów. Zmniejsza ona 
mutagenny wpływ A-metylo-A^-nitro-A-nitrozo- 
guanidyny (MNNG) na DNA Salmonella typhimu- 
rium [35]. Podawanie zaś kwercetyny poprzedzające 
ekspozycję na takie karcynogeny jak 7,12-dimetylo- 
benz[a]antracen i A-nitrozometylomocznik zmniej
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sza częstość występowania nowotworów gruczołu 
piersiowego samic szczurów [36], a także występo
wania zmian nowotworowych w jelicie grubym my
szy [37]. W pewnych przypadkach kwercetyna może 
wykazywać działanie kokarcynogenne; na przykład 
może ona potęgować działanie mutagenne amin he
terocyklicznych w stosunku do wątroby myszy [38].

Modulowanie przez kwercetynę mutagennej i kar- 
cynogennej aktywności szeregu ksenobiotyków 
może być spowodowane przez zmiany aktywności 
enzymów I i II fazy metabolizmu ksenobiotyków, 
oddziaływanie z białkami naprawy DNA oraz z inny
mi białkami uczestniczącymi w metabolizmie DNA, 
a także właściwości antyproliferacyjne i proapop- 
tyczne.

III-l. Modulowanie metabolizmu ksenobiotyków

Kwercetyna zmniejsza aktywność cytochromu 
P450 1A1 (CYP 1 A l) przekształcającego benz[a]pi- 
ren do pochodnych diepoksydowych [39, 40], CYP 
1A2 odpowiedzialnego za metabolizm leku przeciw- 
nowotworowego dakarbozyny [41], CYP 2C8 prze
prowadzającego konwersję leku przeciwnowotworo- 
wego paklitakselu do 6a-hydroksypaklitakselu [42] 
oraz CYP 3A4 metabolizującego 17[3-estradiol i me- 
tadon [43, 44], Konsekwencją wpływu kwercetyny 
na aktywność cytochromów w przypadku benz[a]pi- 
renu jest zmniejszona ilość adduktów DNA [39] oraz 
nowotworów skóry [45]. Mechanizm działania kwer
cetyny nie jest znany. W przypadku cytochromu 
P450 1A1 kwercetyna może zmniejszać ekspresję 
genu kodującego CYP 1 A l [39]. Może ona także od
działywać z centrum aktywnym enzymu z uwagi na 
to, że kwercetyna jest produktem reakcji hydroksyla- 
cji flawonoidu kempferolu przeprowadzanej przez 
ten cytochrom [46].

Kwercetyna może również zwiększać tempo me
tabolizmu niektórych ksenobiotyków przez cyto- 
chromy. Dotyczy to ksenobiotyków takich jak aminy 
heterocykliczne: 2-amino-3,5-dimetylo[4,5-/)imida- 
zolochinolina (MeIQ) i 3-am ino-l-m etylo-5H-pi- 
rydyno[4,3-ó]indol (Trp-P-2) [47] oraz trójcykliczne 
aminy aromatyczne: 2-aminofluoren (2-AF), amino- 
antracen i aminofenantren [48].

Kwercetyna wpływa także na aktywność enzy
mów II fazy metabolizmu ksenobiotyków. Kwerce
tyna powoduje wzrost aktywności transferazy UDP- 
glukuronowej UGT1A w ludzkich komórkach 
Caco-2 pochodzących z jelita grubego [49] i redukta- 
zy chinonowej ludzkich komórek MCF-7 z raka pier
si [50]. Kwercetyna jest inhibitorem niekompetycyj- 
nym S-transferazy glutationowej (GST) wątroby

szczura [51, 52], której aktywność jest hamowana w 
mniejszym stopniu w porównaniu z aktywnością cy
tochromu P450 1A1 [39].

III-2. Właściwości antyoksydacyjne i pro- 
oksydacyjne kwercetyny

Kwercetyna może wykazywać właściwości anty
oksydacyjne i prooksydacyjne. W łaściwości antyo
ksydacyjne kwercetyny związane są ze zdolnością 
do zmiatania wolnych rodników, hamowaniem 
aktywności oksydaz i działaniem przeciwzapalnym. 
Wykazano, że kwercetyna może oddziaływać z 
takimi rodnikami jak anionorodnik ponadtlenkowy 
(O J), rodnik hydroksylowy (O H ) [53], tlen 
singletowy ( ‘0 2) [54], rodnik nadtlenkowy (LOO) 
[55], tlenek azotu (NO ) [56], czy też nadtlenoazotyn 
(ONOO~) [57]. Kwercetyna może również 
redukować rodnik a-tokoferylowy do a-tokoferolu 
w związku z tym, że ma niższy potencjał redoks niż 
a-tokoferol [58]. Podczas reakcji z rodnikami 
kwercetyna jest dawcą atomu wodoru. Związek ten 
może być odtwarzany w wyniku redukcji rodnika 
kwercetyny przez witaminę C [59] i reduktazę 
semihydroaskorbinianową zależną od NAPH [60]. 
Właściwości antyoksydacyjne kwercetyny związane 
są z podstawieniem 3 ’,4 ’-dihydroksylowym w 
pierścieniu B oraz kombinacji wiązania podwójnego 
C2-C3, grupy 3-hydroksylowej i 4-karbonylowej 
[28,61].

Kwercetyna hamuje aktywność oksydaz, enzy
mów odpowiedzialnych za tworzenie i H20 2. Kwer
cetyna jest inhibitorem kompetycyjnym oksydazy 
ksantynowej dzięki obecności grupy 7-hydroksy- 
lowej oraz inhibitorem niekompetycyjnym w 
związku z występowaniem podstawienia 3 ’,4’-hy- 
droksylowego w pierścieniu B [21, 61]. Może ona 
również wpływać na przekazywanie sygnału wew
nątrzkomórkowego przez kinazy białkowe i w rezul
tacie hamować aktywność oksydazy NAPDH leuko
cytów [62].

Aktywność prooksydacyjną kwercetyny obser
wuje się w obecności tlenu oraz jonów Fe3+ i Cu2+. 
Kwercetyna może wiązać te metale przejściowe za 
pośrednictwem grup hydroksylowych pierścienia B, 
a także grup 3-hydroksylowej i 4-karbonylowej pier
ścienia C [63]. Kwercetyna charakteryzuje się także 
niskim potencjał oksydoredukcyjnym, który 
umożliwia jej redukcję Fe3+ i Cu2+, a w konsekwencji 
tworzenie H20 2, OH i '0 2 oraz uszkodzenia DNA i 
mutacje [64, 65]. Zastosowanie dysmutazy
ponadtlenkowej i katalazy zapobiega aktywności 
mutagennej kwercetyny w teście Amesa [24],
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Niewykluczone, że aktywność prooksydacyjna 
kwercetyny może odgrywać rolę w indukcji przez ten 
związek odpowiedzi adaptacyjnej limfocytów 
człowieka i komórek V79 chomika syryjskiego w 
stosunku do czynników generujących wolne rodniki 
takich jak mitomycyna C, bleomycyna i H20 2 [66, 
67].

III-3. Oddziaływanie kwercetyny ze składnikami 
chromatyny i białkami naprawy DNA

Kwercetyna może oddziaływać z DNA i białkami 
uczestniczącymi w jego naprawie. Wykazano, że 
kwercetyna oddziałuje bezpośrednio z DNA i stabili
zuje jego strukturę drugorzędową [68]. Wzrost od
działywań pomiędzy kwercetyną i DNA obserwowa
ny jest przy rosnącej sile jonowej środowiska [69]. 
Zdaniem niektórych autorów stabilizowanie struktu
ry drugorzędowej DNA przez kwercetynę może być 
związane z jej zdolnością do interkalacji DNA [69, 
70], jednakże wydaje się, że bardziej prawdopodob
nym mechanizmem jest tworzenie kompleksów 
składających się z kwercetyny, kationów dwuwarto- 
ściowych metali (wapnia, magnezu, żelaza, miedzi, 
manganu) i ujemnie naładowanego szkieletu fosfo- 
diestrowego. Kompleksy takie utworzone w dużej 
ilości mogą utrudniać rozdzielenie się obu nici helisy 
DNA podczas jego denaturacji.

Kwercetyna może wpływać na szybkość naprawy 
uszkodzeń DNA. Może ona zmniejszać szybkość na
prawy uszkodzeń DNA wywołanych przez promie
niowanie jonizujące [71], MNNG [72] oraz cis-DDP 
[73]. Obserwowane zjawisko może być związane z 
hamowaniem polimeraz DNA [74], topoizomeraz 
DNA I i II typu [75, 76] oraz hamowaniem aktywno
ści kinazowej jednostki katalitycznej kinazy białko
wej zależnej od DNA (DNA-PKCS) [77]. W przypad
ku polimeraz DNA, DNA-PK i niektórych topoizo
meraz wykazano, że kwercetyna jest inhibitorem 
kompetycyjnym współzawodniczącym z ATP o cen
trum aktywne enzymów.

Kwercetyna może hamować także białka naprawy 
DNA, aktywowane przez jony metali [72], takie jak 
Zn2+, Fe2+ i Fe3+ . Jony te wchodzą w skład obszarów 
odpowiedzialnych w białkach za wiązanie się z 
DNA: domeny palca cynkowego białka XPA (uczest
niczącego w naprawie DNA przez wycinanie nukle
otydów) [78] oraz domeny zawierającej klaster 
[4Fe-4S]2+ białek NTHL1 (glikozylazy DNA usu
wającej utlenione pirymidyny) i MYH (glikozylazy 
DNA usuwającej błędne parowania adeniny) [79]. 
Inne wiązane przez kwercetynę kationy metali:

Mn2+, Mg2+ i Ca2+ [80] są aktywatorami niektórych 
białek naprawy DNA.

III-4. Właściwości antyproliferacyjne i pro- 
apoptyczne kwercetyny

Kwercetyna hamuje podziały komórkowe róż
nych nowotworów człowieka: raka okrężnicy [81], 
raka piersi [82], białaczki [83]. Stwierdzono, że w 
komórkach eksponowanych na kwercetynę następu
je zatrzymanie cyklu komórkowego w punktach kon
trolnych G l/S  [84, 85], G2/M [84, 86, 87], Kwerce
tyna powoduje także apoptozę komórek, których 
cykl komórkowy został zatrzymany w punkcie kon
trolnym G2/M [86, 87].

Antyproliferacyjne i proapoptyczne działanie 
kwercetyny może być związane z hamowaniem 
przez nią kinaz odgrywających rolę w przekazywa
niu sygnału od błony komórkowej do cytoplazmy i 
do jądra oraz w regulacji cyklu komórkowego. 
Kwercetyna hamuje aktywność 4-kinazy fosfatydy- 
loinozytolu i 5-kinazy fosfatydyloinozytolu [88], ki
nazy białkowej C (PKC), 3-kinazy fosfatydyloinozy
tolu [89, 90], kinaz białkowo-tyrozynowych recepto
rowych i niereceptorowych [91] oraz kinaz MAP 
[92, 93] i kinazy CDC2 [94]. Kwercetyna jest inhibi
torem kompetycyjnym kinaz współzawodniczącym 
z ATP o ich centrum aktywne. Mechanizm hamowa
nia przez kwercetynę aktywności kinaz oraz polime
raz DNA, topoizomeraz i integraz jest zatem podob
ny [90, 95]. Hamowanie wzrostu komórkowego spo
wodowane jest także zmniejszaniem przez kwercety
nę aktywności polimeraz DNA i RNA [74, 96] oraz 
niektórych czynników elongacyjnych translacji [97]. 
Podczas ekspozycji komórek na kwercetynę następu
je również podwyższenie komórkowego poziomu 
białka p53, ważnego białka biorącego udział w regu
lacji cyklu komórkowego, apoptozy i naprawy DNA 
[87].

W komórkach eksponowanych na kwercetynę 
zmniejszeniu ulega ekspresja szeregu genów ko
dujących białka niezbędne podczas proliferacji ko
mórkowej takie jak: H-ras, K-ras, N-ras i c-myc 
[98-100], histon H4, cykliny A, B, Dl i kinazę CDC2 
[83, 92, 94]. Zmniejszenie ekspresji białek związa
nych ze wzrostem i proliferacją komórek poddanych 
działaniu kwercetyny jest związane z hamowaniem 
aktywności kinaz fosfatydyloinozytolowych, kinazy 
białek C, kinaz białkowo-tyrozynowych i kinaz 
MAP oraz zwiększonym poziomem p53 w komórce. 
Podwyższony poziom białka p53 przyczynia się rów
nież do zwiększonej ekspresji takich czynników jak: 
p 2 \CIP,/lVAFI i 14-3-3Ó, odpowiedzialnych za zatrzy
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manie cyklu komórkowego w punktach kontrolnych 
G l/S  i G2/M.

Poza hamowaniem proliferacji kwercetyna może 
powodować również apoptozę. W komórkach 
białaczkowych HL-60 obserwowano indukcję ak
tywności kaspazy 9 i stymulację trawienia proteoli
tycznego polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP). Po
nadto kwercetyna może wywoływać utratę 
transbłonowego potencjału błony mitochondrialnej, 
zwiększenie produkcji reaktywnych form tlenu, 
uwolnienie cytochromu c z mitochondrialnej prze
strzeni międzybłonowej do cytozolu i aktywację ka
spazy 9 [101]. Proapoptyczny mechanizm działania 
kwercetyny może być zależny od p53; podwyższenie 
poziomu p53 w komórce przyczynia się do zwiększe
nia ekspresji genów kodujących białko Bax odpo
wiedzialne za uwalnianie cytochromu c do cytozolu 
oraz receptorów błonowych Fas i DR5 aktywujących 
kaspazy po związaniu się z nimi odpowiednich ligan- 
dów.

IV. Uwagi końcowe

Kwercetyna i inne flawonoidy występują w du
żych ilościach w produktach pochodzenia roślinne
go. Wyniki badań przeprowadzonych na zwierzętach 
oraz badań in vitro  sugerują, że flawonoidy hamują 
rozwój nowotworów. Jednakże w badaniach epide
miologicznych przeprowadzonych na dużej grupie 
osób w 7 krajach nie stwierdzono korelacji pomiędzy 
spożyciem kwercetyny, kempferolu, mirycetyny, lu- 
teoliny, apigeniny a ogólną zapadalnością na nowo
twory czy ryzykiem zachorowania na ich poszcze
gólne rodzaje [1, 102, 103].

W badaniach epidemiologicznych oceniano 
spożycie flawonoidów na podstawie ich zawartości 
w produktach spożywczych. Stwierdzono m.in., że 
największe spożycie flawonoidów odnotowano w Ja
ponii i głównym źródłem tych związków była tam 
herbata, natomiast najmniejsze spożycie było w Fin
landii i ich najważniejszym źródłem była cebula i 
jabłka. Jednocześnie w przypadku kwercetyny wia
domo, że w różnych produktach występuje ona w po
staci innych glikozydów różniących się między sobą 
szybkością absorbcji w jelitach: przykładowo ruty- 
nozyd kwercetyny występujący w herbacie jest 
wchłaniany 2,5 raza słabiej w porównaniu z glukozy- 
dami kwercetyny znajdującymi się w cebuli [7]. Za
tem przy ocenie właściwości przeciwnowotworo- 
wych kwercetyny i innych flawonoidów powinno 
odnosić się zachorowalność na nowotwory nie w od
niesieniu do spożycia tych związków, ale ilości, któ
ra jest absorbowana w jelitach.
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Wykaz stosowanych skrótów: GP — glikoproteina, CD — 
antygeny różnicowania leukocytów (ang. cluster o f  differentia
tion), TSP — trombospondyna, oxLDL — utlenione fosfolipidy 
o niskiej gęstości (ang. oxidized low  density lipoprotein), HDL 
— lipoproteiny o wysokiej gęstości (ang. high density lipopro
tein), FAT — transporter kwasów tłuszczowych (ang . fa tty  acid  
transporter), IRBC — zakażone erytrocyty (ang: infected red 
blood cells), SR-B1 — receptor zmiatający B1 (ang. scavenger 
receptor BI ) ,  HEL — komórki lini erytroleukemicznej (ang: hu
man erythroleukemic cell lines),YAC — sztuczny chromosom 
drożdży (ang: y east artificial chrom osom e), SNMP1 — białko 
błony neuronów czuciowych (ang: sensory neuron membrane 
protein 1), LIMPII — białko błony lizosomów (ang: lysosomal 
integral m em brane protein II), emp —  białko błony komórek 
nabłonkowych (ang: epithelial m em brane protein), ICAM-1 — 
międzykomórkowe białko adhezyjne (ang: intracellular adhe
sion m olecule-1), VCAM-1 — białko adhezyjne komórek 
naczyniowych-1 (ang: vascular cell adhesion m olecule-1), 
ELAM-1 — białko adhezyjne komórek śródbłonka i 
leukocytów (ang: endothelial-leukocyte adhesion molecule-1), 
ARA — kwas arachidonowy, SLE — toczeń rumieniowaty
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dycznej Instytutu Fizjologii i Biochemii, Akademia Medyczna 
w Łodzi. ul. Mazowiecka 6/8, 92-215 Łódź; E-mail: 
ulakr@yahoo.com

układowy (ang: system ie lupus erythematosus), ITP — plamica 
małopłytkowa idiopatyczna (ang: idiopatic thrombocytopenic 
purpura), HIT — małopłytkowość indukowana heparyną (ang: 
heparin induced thrombocytopenia), HITT — małopłytkowość 
indukowana heparyną z zakrzepami (ang: heparin induced  
thrombocytopenia with thrombosis), TTP — choroba 
Moschowitza, (ang: throm botic thrombocytopenic purpura).

I. Wstęp

Białko CD36 było początkowo opisane jako jedno 
z głównych białek błony plazmatycznej płytek krwi. 
Białko CD36 płytek krwi, znane też jako GPIV, 
GPIIIb i GP88, charakteryzuje się dużą hydrofobo- 
wością, wysoką zawartością węglowodanów oraz 
wysoką opornością na działanie enzymów proteoli
tycznych min. trypsyny, chymotrypsyny i trombiny 
[1-4]. Badania późniejsze wykazały, że białko GPIV 
płytek krwi jest identyczne immunologicznie z anty
genem CD36 leukocytów, który występuje w wielu 
komórkach i tkankach [5]. CD36 jest receptorem ko
lagenu, trombospondyny (TSP), fosfolipidów anio
nowych, utlenionych lipoprotein o niskiej gęstości 
(ang. oxidised Low Density Lipoproteins, oxLDL), 
erytrocytów zakażonych m alarią (ang. Infected Red
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Blood Cells, IRBC) i erytrocytów sierpowatych. 
CD36 bierze udział w rozpoznawaniu i fagocytozie 
apoptotycznych neutrofili, fagocytozie zużytych 
części nabłonka siatkówki, „wybuchu” tlenowym 
monocytów i transportowaniu długołańcuchowych 
kwasów tłuszczowych. Jest białkiem przekaźniko
wym i bierze udział w przesyłaniu informacji do 
wnętrza komórki. CD36 reaguje też z białkiem p37 
aglutynującym płytki krwi wywołując agregację 
płytek. Długa lista ligandów wiążących się z CD36 
spowodowała zaliczenie tego białka do grupy wielo
funkcyjnych receptorów zmiatających klasy BI 
(ang. scavenger receptors-B l, SR-B1). Ponadto, 
wskazuje ona na udział CD36 w adhezji i agregacji 
płytek krwi, oddziaływaniach płytek krwi z monocy- 
tami i płytek krwi z komórkami nowotworowymi, 
pochłanianiu apoptotycznych neutrofili przez mono- 
cyty, adhezji komórek do macierzy, w tym adhezji 
erytrocytów sierpowatych i erytrocytów zakażonych 
pasożytem malarii do śródbłonka.

Celem tego artykułu jest przedstawienie aktualne
go stanu wiedzy o białku CD36, a w szczególności o 
jego budowie, pełnionych funkcjach i znaczeniu kli
nicznym.

II. Występowanie CD36

Badania immunologiczne wykazały obecność 
CD36 w błonach plazmatycznych wielu komórek 
hematopoetycznych, w tym płytek krwi, m onocy
tów, makrofagów, granulocytów i erytrocytów. 
CD36 występuje również w komórkach śródbłonka 
naczyń włosowatych prawie wszystkich ludzkich 
tkanek (z wyjątkiem komórek śródbłonka błony pod
stawowej kłębków nerwowych), niektórych typach 
komórek nabłonka, komórkach tkanki tłuszczowej 
(adypocyty) i keratynocytach [1, 6, 7-12]. Na uwagę 
zasługuje fakt, że śródbłonek dużych naczyń krwio
nośnych nie zawiera CD36 [7, 13]. Obecność CD36 
stwierdzono też w niektórych liniach komórek rako
wych w tym min. w komórkach czerniaka, białaczki 
megakarioblastycznej (MEG-01) i komórkach ery- 
troleukemicznych HEL (ang. Human Erytroleukemic 
Celi Lines) [ 14]. Wysoką zawartość CD36 stw ier
dzono w komórkach magazynujących triglicerydy 
min. w adypocytach oraz w komórkach nabłonka 
gruczołów mlecznych, komórkach śródbłonka na
czyń kapilarnych tkanki tłuszczowej, mięśni szkiele
towych i mięśnia sercowego [ 15]. CD36 zostało w y
izolowane z płytek krwi, komórek nabłonka gru
czołu mlecznego, śródbłonka naczyń włosowatych 
mięśnia sercowego oraz komórek czerniaka C32. 
Najlepiej scharakteryzowane CD36 znajdują się w

płytkach krwi i komórkach nabłonka gruczołu 
mlecznego [1-4, 6, 9-10, 16-19, 20- 24].

III. Zmiany ekspresji CD36

Ekspresja CD36 na powierzchni błony 
plazmatycznej zwiększa się podczas różnicowania 
się promonocytów do monocytów oraz do makro
fagów, promegakariocytów do płytek krwi i pre- 
adypocytów do adypocytów, ale zmniejsza się 
podczas powstawania erytrocytów [1, 25] Ekspresja 
CD36 ulega zmianom w komórkach nabłonka 
gruczołu mlecznego. Mała zawartość CD36 znajduje 
się w gruczole nie wydzielającym mleka. W gruczole 
wydzielającym mleko syntezowane są duże ilości 
CD36, które znajdują się w rejonie apikalnym błony 
plazmatycznej komórek nabłonka, skąd CD36 
dostaje się do błon otaczających krople trigli- 
cerydów w mleku [21]. Ekspresja CD36 jest 
specyficznie regulowana przez cytokiny i np. 
ekspresja CD36 monocytów zależy od czynnika 
stymulującego tworzenie koloni i od interleukiny 4, 
a ekspresja CD36 śródbłonka naczyń kapilarnych 
zależy od interferonu y [1 ,13 , 25].

IV. Porównanie CD36 pochodzących 
z różnych źródeł

Sekwencja aminokwasowa CD36 ludzi, wołu, 
myszy i szczura jest wysoce konserwatywna i 
podobieństwa wynoszą ok. 80-90 % [26]. W 
odróżnieniu od białka CD36 płytek ludzkich, które 
posiada 10 miejsc N-glikozylacji, CD36 nabłonka 
gruczołu mlecznego wołu posiada 8 miejsc N-gli- 
kozylacji [21]. CD36 komórek śródbłonka naczyń 
włosowatych serca wołu ma substytucję amino
kwasu Asn—»Asp w pozycji 3 w porównaniu z CD36 
płytek krwi. CD36 śródbłonka serca wołu wykazuje 
również różnice funkcjonalne i immunologiczne w 
porównaniu z CD36 płytek ludzkich. CD36 serca i 
płytek krwi wołu nie wiążą erytrocytów zakażonych 
pasożytem malarii Plasmodium falciparum . 
Przeciwciała poliklonalne skierowane przeciwko 
CD36 płytek ludzkich rozpoznają CD36 serca wołu, 
ale przeciwciała monoklonalne 8A6, OKM5 i OKM8 
nie reagują z CD36 serca wołu, wskazując na 
obecność epitopów specyficznych dla CD36 płytek 
ludzkich [24]. Na uwagę zasługuje fakt, że komórki 
śródbłonka naczyń włosowatych płuc i mózgu wołu 
nie posiadają CD36, podczas gdy występuje ono w 
ludzkim śródbłonku płuc i mózgu [21, 7].

CD36 komórek czerniaka i płytek krwi ludzkich 
ma masę cząsteczkową 88 kDa, erytroblastów i
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nabłonka gruczołu mlecznego wołu 78 kDa, 
nabłonka gruczołu mlecznego ludzi 80 kDa, 
śródbłonka naczyń włosowatych mięśnia sercowego 
wołu 85 kDa, a monocytów ludzkich 94 kDa [6, 21, 
23-24]. Różnice mas cząsteczkowych wynikają naj
prawdopodobniej z różnic w potranslacyjnych mo
dyfikacjach CD36, w tym głównie z różnej zawarto
ści cukrowców. Świadczy o tym fakt, że po degliko- 
zylacji endoglikozydazą F CD36 nabłonka gruczołu 
mlecznego ludzi i wołu, śródbłonka wołu i płytek 
ludzkich otrzymano białko o tej samej masie 
cząsteczkowej wynoszącej 57 kDa [23].

V. Budowa genu CD36

Gen dla CD36 zlokalizowano na chromosomie 
7ql 1.2 [27]. O q u e n d o  i wsp. [28] wyizolowali po

preparatów [29]. Sekwencja płytkowego cDNA była 
również niemal całkowicie zgodna z sekwencją 
podaną przez O q u e n d o  i wsp. [30]. Całkowita 
organizacja genu ludzkiego dla CD36 została podana 
przez A r m e  s i l  l a  i wsp. [31]. Do badań 
strukturalnej organizacji genu CD36 badacze ci 
stosowali cDNA otrzymane z mRNA komórek 
czerniaka. Gen CD36 izolowali też z biblioteki 
ludzkich genów sztucznego chromosomu drożdży 
YAC-37 (ang. Yeast Artificial Chromosome). 
Istnieje pojedyncza kopia genu CD36 w genomie 
ludzkim. Gen CD36 składa się z 15 eksonów, a jego 
wielkość wynosi 32 tysiące par zasad. Eksony 
kodują różną ilość aminokwasów, najwięcej 
aminokwasów (62) koduje ekson 10, a najmniej (15) 
ekson VIII. Charakterystyka eksonów oraz intronów 
genu CD36 podana jest w tabeli 1. Eksony I, II i XV

Tabela 1

Eksony ludzkiego genu CD36

Numer eksonu Długość eksonu Nukleotydy cDNA Kodowane aminokwasy Ilość aminokwasów

I 106 1-106

II 94 107-200

III 209 201-409 1-40 40

IV 161 410-570 41-94 54

V 148 571-718 95-143 49

VI 180 719-898 144-203 60

VII 92 899-990 204-234 32

VIII 47 991-1037 235-249 15

IX 70 1038-1107 250-273 24

X 188 1108-1295 274-335 62

XI 119 1296-1414 336-375 40

XII 74 1415-1488 376-400 25

XIII 55 1489-1543 401-418 18

XIV 434 1544-1977 419-472 54

XV 624 1709-2333

raz pierwszy cDNa dla CD36 z biblioteki DNA 
człowieka otrzymanej z łożyska i zbadali jego 
sekwencję. Na podstawie uzyskanej sekwencji 
wyliczyli masę cząsteczkową polipeptydu, która 
wynosiła 53 kDa i zlokalizowali dwa transbłonowe 
obszary, znajdujące się blisko N- i C- końców 
cząsteczki. W y l e r  i wsp. porównali cDNA CD36 
płytek krwi, monocytów, komórek śródbłonka i 
komórek HEL. Wykazali oni niemal prawie 
całkowitą zgodność sekwencji wyizolowanych

są niekodujące, ekson III koduje N-koniec oraz 
odcinek transbłonowy N-końca, eksony IV-XIII 
kodują domenę zewnątrzkomórkową, a ekson XIV 
koduje C- koniec cząsteczki, odcinek transbłonowy 
C-końca cząsteczki oraz niewielką część domeny 
zewnątrzkomórkowej od C-końca. Na uwagę zasłu
guje fakt, że aż jedenaście eksonów (eksony IV do 
XIII oraz część XIV) koduje demenę zewnątrz
komórkową, co może być konsekwencją wielo- 
rodności funkcji, w których ta domena bierze udział.
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A r m e s i 1 1 a i wsp.[31] zidentyfikowali też 
miejsce inicjacji transkrypcji genu CD36. Inicjacja 
transkrypcji rozpoczyna się od pojedynczego miej
sca położonego 389 nukleotydów „w górę” od kodo- 
nu ATG rozpoczynającego translację, co jest zgodne 
z lokalizacją powszechnie występującego boksu 
TATA w pozycji 28 nukleotydów „w górę” od miej
sca inicjacji transkrypcji. Gen CD36 zawiera 11 
miejsc składania (splicing sites) występujących po-

dyny, które również odgrywają funkcje regula
torowe.

VI. Budowa białka CD36

Model budowy CD36 wydedukowano w oparciu o 
analizę sekwencji genu dla tego białka. Białko CD36 
posiada dwie domeny transbłonowe (pozycje 
aminokwasowe 7-34 oraz 440-466), dwa krótkie

16

8 ^ 9 8
TSP

126
OxLDL

Kwasy tłuszczowe

między eksonami IX i XV. W szystkie sekwencje ak
ceptorowe i donorowe biorące udział w składaniu 
podlegają powszechnie występującym regułom 
składania. Różnorodność faz intronów (46% znajdu
je  się w fazie 0, 18% w fazie 1, 36 % w fazie 2) ogra
nicza ilość cząsteczek mRNA, które mogą powstać w 
wyniku delecji eksonu i pozwala na utrzymanie ta
kiej samej ramki odczytu.

Regulacja transkrypcji genu CD36 jest słabo 
poznana. Analiza promotora genu dostarczyła infor
macji o szeregu elementach cfs-regulatorowych. W 
różnicujących się komórkach B transkrypcja zależy 
m.in. od czynnika Oct-2 [32]. Badając region bliski 
promotora, poza boksami TATA i CAAT, które 
występowały w odpowiednich pozycjach w odnie
sieniu do miejsca startu transkrypcji, znaleziono 
miejsca wiążące następujące czynniki regulujące: 
NF-1, AP-2, AP-3, NF-kB/rel, PEA-3, CK-1, CK-2 
oraz kilka obszarów bogatych w puryny i pirymi-

AU>

Ryc. 1. Schemat budowy białka 
CD36. Na schemacie za
znaczone są miejsca gli- 
kozylacji, fosforylacji, 
mostki cystynowe oraz 
regiony odpowiedzialne 
za wiązanie TSP, oxLDL 
oraz kwasów tłuszczo
wych (wg. [1, 35], zmo
dyfikowano).

odcinki cytoplazmatyczne przy N- i C-końcach 
(pozycje 1-6 i 647-472) oraz dużą domenę 
zewnątrzkomórkową (pozycje 35-439) [28, 31, 33] 
(pozycje aminokwasowe są podane dla białka 
ludzkiego). N-terminalna metionina jest odczepiona 
potranslacyjnie pozostawiając dojrzałe białko z 
nieodczepionym peptydem sygnałowym. C-koniec 
cząsteczki CD36 zawiera krótki peptyd „stop trans
fe r ”. Palmitylacja cystein w pozycji 3, 7, 464 i 466 
przyczynia sie do hydrofobowego charakteru 
regionów transbłonowych i ich powiązania z błoną 
plazmatyczną [25, 34]. CD36 posiada 10 potencjal
nych miejsc N-glikozylacji, z czego 8 znajduje się w 
N-terminalnej części cząsteczki [1, 25]. W zewnątrz- 
komórkowej części cząsteczki, od strony C-ter- 
minalnej, znajduje się region bogaty w reszty pro- 
linowe i cysteinowe. W obrębie tego regionu znaj
duje się odcinek hydrofobowy (aminokwasy 184- 
204), który najprawdopodobniej tworzy kieszeń
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hydrofobową [1, 2, 25]. Sześć reszt cysteinowych, 
obecnych w części zewnątrzkomórkowej, znajduje 
się w pozycjach 243, 272, 311, 313, 322 i 333. Udział 
zewnątrzkomórkowych cystein w tworzeniu 
mostków disiarczkowych został poznany dla CD36 
komórek nabłonka gruczołu mlecznego wołu [35]. 
Mostki cystynowe występowały pomiędzy cyste
rnami 242-310, 271-332, 312-321, a więc w ułoże
niach typu 1-3, 2-6 i 4-5. Rycina 1 przedstawia 
schemat budowy CD36 nabłonka gruczołów 
mlecznych wołu, które podobnie jak  CD36 płytek 
krwi człowieka, zawiera dwa odcinki wewnątrz
komórkowe, ale znajdujące się w nieco innych 
pozycjach niż w CD36 ludzkim (aminokwasy 1-6 
oraz 461-471), dwie domeny transbłonowe (7-28, 
439-460) oraz duży odcinek zewnątrzkomórkowy 
(29-438) z ośmioma miejscami N-glikozylacji i 
trzema mostkami disiarczkowymi [21, 35].

VII. Rodzina białek CD36

W ostatnich czterech latach wykryto kilka białek 
podobnych do CD36 i zaliczono je  do rodziny CD36 
[33, 36-38]. Do białek tych należą:
1. białko błony lizosomów LIMPII (ang: lysosomal

integral membrane protein II)
2. Cla-1 (CD36/LIM PII analoqous-l) znane też jako

SR-B1 (ang. scavenger receptor B I)
3. białko błony neuronów czuciowych Antheraca 

polyphemus SNMP1 (ang. sensory neuron mem
brane protein 1)

4. croquemort (białko muszki Drosophila)
5. białko błony komórek nabłonkowych muszki Dro

sophila emp (ang. epithelial membrane protein)
6. białko nicienia Caenorhabditis elegans. 

Podobieństwa tych białek polegają min. na
podobieństwie struktury I rzędowej, obecności N- i 
C-końca cząsteczki w części wewnątrzkomórkowej, 
występowaniu dużego obszaru zewnątrzkomór- 
kowego o dużej homologii do CD36 i wysokiej 
konserwatywności dla miejsc cysteinowych. Trzy 
pary reszt cystynowych znajdujące się w wysoce 
konserwatywnej, zewnątrzkomórkowej części 
CD36, uczestniczą w tworzeniu multimerów. Multi- 
meryzacja CD36 um ożliwia magazynowanie tego 
białka w ściśle określonych obszarach wewnątrz
komórkowych lub mikrodomenach błony plaz- 
matycznej [7-8, 18-19]. Podobieństwa polegają 
również na obecności reszt asparaginowych jako 
miejsc glikozylacji, występowaniu w N-terminalnej 
części peptydu sygnałowego, a w C-końcu peptydu 
„stop transfer” oraz dużej hydrofobowości 
cząsteczki [33]. Białka te pełnią również podobne

funkcje do CD36, w tym np. LIMPII jest receptorem 
trombospondyny, SR-B1 i croquemort są recepto
rami fosfolipidów anionowych, HDL, oraz biorą 
udział w usuwaniu komórek apoptotycznych [25, 
39].

Białka rodziny CD36 występują w błonie plazma- 
tycznej komórek. Wyjątkiem jest LIMPII, które wy
stępuje w błonie lizosomalnej [40]. W niektórych ko
mórkach np. w płytkach krwi aktywowanych trom- 
biną LIMPII ulega ekspresji na powierzchni błony 
plazmatycznej i wiąże się, tak jak  CD36, z sekwencją 
CSVTCG występującą w TSP. W błonie plazmatycz
nej zaktywowanej płytki stwierdzono obecność 
ok. 20 000-60 000 miejsc wiążących TSP. Ponieważ 
ilość cząsteczek LIMPII obecnych w zaaktywowa- 
nych płytkach wynosi tylko 1 500, można przypusz
czać, że cząsteczki LIMPII są odpowiedzialne za 
wiązanie niewielkiej frakcji TSP.

Porównanie sekwencji rejonu wiążącego TSP nie
których białek rodziny CD36 pozwoliło na zna
lezienie trzech wysoce konserwatywnych motywów 
sekwencyjnych. Jeden z tych motywów o sekwencji 
GPYTYR jest powszechnie występującym moty
wem fosforylowanym przez białkową kinazę C. Mo
tyw ten nazwano CLESH (CD36, LIMPII, ęmp, 
SR-B1) motywem homologii 1. Motyw ten ma funk
cję regulacyjną w wiązaniu TSP i jest wskaźnikiem 
potencjalnej możliwości oddziaływania białka z TSP 
[39]. '

VIII. Funkcje CD36 

VIII-1. Receptor trombospondyny

Białko CD36 zostało zidentyfikowane 
początkowo jako receptor TSP na podstawie 
doświadczeń, w których przeciwciała monoklonalne 
OKM5, skierowane przeciwko CD36, hamowały 
wiązanie TSP z płytkami krwi i niektórymi 
komórkami rakowymi [41]. Badania późniejsze, w 
których wykazano wiązanie TSP z komórkami posia
dającymi CD36, liposomami z wbudowannym 
CD36 oraz izolowanym CD36, potwierdziły funkcje 
CD36 jako receptora TSP [1, 22, 42]. L e u n g i wsp. 
[43] opracowali dwuetapowy model oddziaływania 
CD36 z TSP. TSP początkowo wiąże się z CD36 w 
regionie 139-155, który jest regionem regulato
rowym. Związanie się TSP z tym regionem prowadzi 
do zmiany konformacyjnej w cząsteczce TSP, która 
eksponuje nowe miejsce wiązania w TSP, o wysokim 
powinowactwie do CD36, wiążące się z obszarem 
93-110 w CD36. F r i e d a  i wsp. [44], stosując 
białka fuzyjne o sekwencjach pokrywających się z
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sekwencjami całej cząsteczki CD36, potwierdzili 
występowanie miejsca wiązania TSP w regionie
93-110. Motyw CSVTCG miejsca TSP o dużym 
powinowactwie do CD36 jest odpowiedzialny za 
wiązanie z regionem 93-110 [45].

Cechą charakterystyczną oddziaływań, w których 
bierze udział CD36, jest modulowanie specyficzno
ści substratowej. Selektywność CD36 w kierunku 
TSP i kolagenu kontrolowana jest przez potransla- 
cyjne reakcje fosforylacji i defosforylacji Thr w po
zycji 92. W reakcjach tych bierze udział zależna od 
c-AMP ektokinaza A [46, 47].

VIII-2. Receptor erytrocytów zakażonych paso
żytem malarii Plasmodium falciparum

Infekcja pasożytem malarii charakteryzuje się ad
hezją erytrocytów zawierających dojrzałe formy pa
sożyta do komórek śródbłonka naczyń krwionośnych 
niektórych narządów, w tym płuc i mózgu [48]. Ad
hezja jest tak skuteczna, że uniemożliwia usuwanie 
IRBC w śledzionie, pozwala na dalszy rozwój pa
sożyta i przyczynia się do letalnej formy malarii, w 
której następuje zaczopowanie naczyń krwiono
śnych mózgu [49]. Adhezja IRBC jest wywoływana 
przez charakterystyczne wypustki (ang. knobs), któ
re ukazują sie na powierzchni erytrocytów, gdy pa
sożyt osiąga etap późnego trofozoitu lub wczesnego 
schizonta i utrzymują się na powierzchni erytrocy
tów aż do uwolnienia z niego dojrzałego merozoitu 
[48].Wiele niebezpośrednich dowodów wskazy
wało, iż CD36 jest receptorem IRBC, w tym hamo
wanie przez przeciwciała monoklonalne skierowane 
przeciwko CD36 (OKM5, NL07) adhezji IRBC do 
komórek śródbłonka, czerniaka C32 oraz monocy- 
tów [50, 51]. Sugerowano, że TSP pośredniczy w od
działywaniu IRBC z CD36, ale liczne prace wyka
zały bezpośredni udział CD36 w tych od
działywaniach, w tym m.in. wykazano, że IRBC 
wiążą się do izolowanego CD36 oraz do komórek 
COS-7 transfekowanych cDNA dla CD36 [52, 53]. 
Zastosowanie polipeptydów rekombinantowych 
oraz przeciwciał monoklonalnych, skierowanych 
przeciwko różnym regionom CD36, pozwoliło na 
znalezienie dwóch domen pomiędzy aminokwasami 
97-110 oraz 155-183, wiążących IRBC [46, 54]. 
Analiza adhezji IRBC do komórek środbłonka, bada
na podczas przepływu, wykazała, że ICAM-1 bierze 
udział w początkowym zwolnieniu przepływu ery
trocytów, a CD36 jest odpowiedzialne za całkowite 
ich zatrzymanie i wytworzenie z nimi mocnych 
wiązań [55]. Sugeruje się, że sekwestryna wystę
pująca na powierzchni erytrocytów zakażonych doj

rzałymi formami Plasmodium falciparum  jest odpo
wiedzialna za łączenie się z CD36 [1], Ponadto, su
geruje się, że białko PfEM Pl, kodowane przez dużą 
rodzinę genów var Plasmodium falciparum , pełni 
funkcję receptora CD36 i ICAM-1 [1, 56-57]. Należy 
dodać, że w oddziaływaniu zakażonych erytrocytów 
ze śródbłonkiem biorą również udział białka 
ELAM-1, VCAM-1 oraz TSP [1, 2, 25, 55].

VIII-3. Udział CD36 w usuwaniu komórek apopto- 
tycznych

Badania z zastosowaniem przeciwciał monoklo
nalnych przeciwko CD36 dostarczyły pośrednich do
wodów udziału CD36 makrofagów w fagocytozie 
apoptotycznych neutrofili i limfocytów. Badania te 
wykazały również, że CD36 współdziała z recepto
rem witronektyny a vp3 makrofagów w wiązaniu 
TSP, która z kolei wiąże się z komórkami apopto- 
tycznymi [58-60]. Bezpośrednich dowodów udziału 
CD36 w usuwaniu komórek apoptotycznych dostar
czył R e n i wsp. [61], którzy transfekowali, stosując 
cDNA dla CD36, komórki czerniaka Bowesa i ko
mórki COS-7, mające na swojej powierzchni recep
tor a vP3. Transfekcja komórek czerniaka wywołała 
zwiększenie usuwania apoptotycznych neutrofili, 
limfocytów i fibroblastów, a komórkom COS-7 
nadała zdolność de novo usuwania apoptotycznych 
komórek. Stosując serię mutantów CD36 oraz różne 
przeciwciała przeciwko CD36 wykazano, że domena 
CD36 odpowiedzialna za rozpoznanie i usuwanie ko
mórek apoptotycznych rozciąga się od aminokwasu 
155 do 183 [62]. Makrofagi otrzewnowe nie posia
dają na swojej powierzchni receptora a vP3. Jednym z 
mechanizmów służącym makrofagom do rozpozna
wania i usuwania komórek apoptotycznych jest 
wiązanie się z fosfolipdami anionowymi, głównie 
fosfatydyloseryną, występującą na powierzchni ko
mórek apoptotycznych. CD36 oraz SR-B1 mogą 
również w tym uczestniczyć, gdyż są one receptora
mi fosfolipidów anionowych [63-65].

VIII-4. Receptor utlenionych fosfolipidów o niskiej 
gęstości

LDL są utleniane przez reaktywne metabolity tle
nu, wytwarzane przez monocyty i neutrofile, w odpo
wiedzi m.in. na uszkodzenia naczyń krwionośnych. 
CD36 makrofagów bierze udział w rozpoznawaniu i 
internalizacji ox-LDL. Stosując serię białek rekom
binantowych o sekwencjach pokrywających prawie 
całą cząsteczkę CD36 F r i e d a i wsp. [66] wykazali, 
że domena wiążąca ox-LDL w CD36 rozciąga się od
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aminokwasu 28 do 93. Z kolei P u e n t e  N a v a z o  i 
wsp. [67] stosując przeciwciała monoklonalne skie
rowane przeciwko CD36 oraz serię mutantów CD36 
wykazali, że domena wiążąca ox-LDL znajduje się 
też pomiędzy aminokwasami 155-183, a więc jest 
identyczna z domeną wiążącą komórki apoptotycz- 
ne. Wiązanie i pobieranie ox-LDL było obniżone o 
40% w makrofagach z brakiem CD36, w porównaniu 
z makrofagami wykazującymi normalny poziom 
CD36, wskazując, że CD36 jest ważnym, ale nie je 
dynym receptorem ox-LDL [68]. Innymi białkami 
biorącymi udział w pobieraniu i degradacji ox-LDL 
mogą być SR-B1 oraz białko o masie cząsteczkowej
94-97kDa [69].

Ox-LDL są źródłem lipidów kumulujących się w 
złogach miażdżycowych i wywierających patogenny 
wpływ na wiele komórek, w tym na monocyty, płytki 
krwi czy komórki śródbłonka [66]. Ox-LDL, w od
różnieniu od LDL, aktywują płytki krwi, powodują 
zwiększanie istniejących agregatów płytkowych, co 
może przyczyniać się do rozwoju miażdżycy i za
krzepów [66, 70].

Pobieranie oraz degradacja ox-LDL przez makro- 
fagi jest jednym z kluczowych zjawisk przyczy
niającym się do powstawania i rozwoju miażdżycy. 
CD36 bierze aktywny udział w internalizacji i 
degradacji ox-LDL oraz w tworzeniu komórek 
piankowych, tak więc wywiera efekt promiażdży- 
cowy. Wykazano, że CD36 jest też receptorem HDL, 
co może oznaczać wywieranie efektu antymiażdży- 
cowego. W chwili obecnej nie jest jasne, który z tych 
efektów przeważa. Przeprowadzenie badań nad 
podatnością myszy pozbawionych genu (ang. 
knock-out) CD36 na miażdżycę indukowaną dietą 
bogatą w cholesterol, może przyczynić się do 
rozwiązania tego problemu.

VIII-5. Receptor długołańcuchowych kwasów 
tłuszczowych

Wysoki poziom ekspresji CD36 w komórkach 
biorących udział w magazynowaniu i metabolizmie 
kwasów tłuszczowych (śródbłonki naczyń włosowa
tych tkanki tłuszczowej, mięśni szkieletowych i m ię
śnia sercowego) wskazywał na udział CD36 w tych 
procesach [15]. Nie stwierdzono obecności CD36 w 
mózgu, co jest zgodne z niewykorzystywaniem przez 
komórki mózgowe kwasów tłuszczowych jako 
źródła energii. Ekspresja CD36 była też kilkukrotnie 
zwiększona w śródbłonku serca myszy NOD (ang. 
nonbese diabetic) mających zwiększoną zawartość 
triglicerydów w plazmie. Ponadto, ekspresja CD36 
była również podwyższona w śródbłonku serca my

szy żywionych dietą bogatą w tłuszcze, w porówna
niu z myszami żywionymi dietą ubogą w tłuszcze 
[15]. Fakt, że pobieranie długołańcuchowych kwa
sów tłuszczowych przez mięsień sercowy jest znacz
nie obniżone lub całkowicie nieobecne u osób z bar
dzo rzadko występującym niedoborem CD36 typu I 
(niedobór CD36 w płytkach krwi i monocytach), 
również świadczy o udziale CD36 w tym procesie 
[71]. Sugeruje się, że niedobór CD36 może być przy
czyną dziedziczonej kardiomiopatii hypertroficznej, 
gdzie obserwuje się min. obniżone pobieranie i meta
bolizm kwasów tłuszczowych przez mięsień serco
wy [72]. Ponadto, wykazano, że osoby z niedoborem 
CD36 typu 1 mają zwiększone pobieranie glukozy 
przez mięsień sercowy, co oznacza, że wyrównuje on 
straty energetyczne z powodu obniżenia transportu 
kwasów tłuszczowych przez zwiększone zużycie 
glukozy [73]. Miejsce wiązanie kwasów tłuszczo
wych w CD36, które w adypocytach szczura nazywa 
się FAT (ang. Fatty Acid Transporter), zostało zlo
kalizowane w domenie od aminokwasu 126 do 278
[74]. Asocjację oraz koekspresję CD36 z białkiem 
wiążącym kwasy tłuszczowe obserwowano w ko
mórkach nabłonka gruczołu mlecznego, co może 
oznaczać, że CD36 wiąże kwasy tłuszczowe i trans
portuje je  przez błonę, a białko wiążące kwasy 
tłuszczowe transportuje je  dalej wewnątrz komórki
[75].

Płytki krwi ludzkiej w obecności przeciwciał skie
rowanych przeciwko CD36 wykazywały obniżone 
wiązanie kwasu arachidonowego (ARA) oraz obni
żoną agregację indukowaną ARA [76]. Ponieważ 
płytki osób z niedoborem CD36 nie wykazywały ob
niżonej agregacji indukowanej ARA, przypuszcza 
się, że w płytkach krwi, tak jak  w innych komórkach, 
występują inne receptory odpowiedzialne za pobie
ranie kwasów tłuszczowych [77, 78].

VIII-6. Receptor kolagenu

Funkcja GPIV jako receptora kolagenu została 
omówiona uprzednio [79]. W artykule tym podam 
genetyczne podstawy niedoboru CD36, które zostały 
wyjaśnione w ciągu kilku ostatnich lat. Opisano dwie 
odmiany fenotypowe niedoboru CD36. Niedobór 
typu I (bardzo rzadko występujący) charakteryzuje 
się niedoborem CD36 w płytkach krwi i monocytach, 
a niedobór typu II (występujący częściej) charakte
ryzuje się niedoborem CD36 tylko w płytkach krwi
[80]. K a s h i w a g i i wsp. [81-82] sekwencjonowali 
cDNA CD36 płytek krwi osób z niedoborem typu II i 
wykryli substytucję tylko jednego nukleotydu tj. 
cytozyny w pozycji 478 na tyminę (478C—>T), co
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powodowało zamianę proliny w pozcji 90 białka 
CD36 na serynę (90 Pro->Ser). Po transfekcji 
komórek 293T z pomocą cDNA mającego formę 
478T i 478C uzyskano ekspresję prekursora CD36 o 
masie cząsteczkowej 81 kDa. Dojrzewanie tego 
prekursora do cząsteczki dojrzałej o masie 88 kDa 
było znacznie upośledzone w komórkach z 
transfekowaną formą 478T, a zmutowany prekursor 
ulegał degradacji w cytozolu [81]. W komórkach z 
transfekowaną formą 478C prawie całkowita ilość 
prekursora 81 kDa dojrzewała do cząsteczki 88 kDa 
w ciągu 6 godzin. Tak więc substytucja 478C—>T 
wywołuje potranslacyjny defekt dojrzewania formy 
prekursowej CD36 i jej degradację w cytoplazmie, 
co bezpośrednio prowadzi do niedoboru CD36 [81].

CDNA monocytów osób z niedoborem CD36 typu 
II jest heterozygotyczne dla formy 478C i 478T, na
tomiast płytki krwi m ają tylko formę 478T. CDNA 
płytek i monocytów niedoboru typu I jest homozygo- 
tyczne i występuje tylko w formie 478T. Należy pod
kreślić, że niedobór typu I i II nie jest związany z 
całkowitym brakiem CD36 w płytkach i monocy- 
tach, lecz ze znacznym obniżeniem ilości tego białka
[81].

Wykaz funkcji receptorowych białka CD36 znaj
duje sie w tabeli 2.

Tabela 2

Wykaz funkcji receptorowych białka CD36

Funkcja Rodzaj komórek

Receptor trombosponyny

Receptor erytrocytów zaka
żonych Plasmodium falciparum

Receptor kolagenu

Receptor apoptotycznych neu- 
trofili i limfocytów

Receptor utlenionych fosfolipi
dów o niskiej gęstości

Receptor długołańcuchowych 
kwasów tłuszczowych

monocyty, płytki krwi, niektóre 
komórki rakowe [1, 22, 41-42, 
44, 46-47]

monocyty, komórki śródbłonka, 
niektóre komórki rakowe [ 1, 49, 
50, 51-53]

płytki krwi [1, 79-82] 

makrofagi [58, 60-61]

makrofagi, monocyty [66-68]

komórki śródbłonka, adypocyty, 
płytki krwi [15, 71, 74, 76-77]

W nawiasach podano L.p. odnośnych pozycji w wykazie piśmien
nictwa.

VIII-7. Udział CD36 w przewodzeniu sygnału

Funkcja CD36 jako białka przewodzącego infor
macje wynika z faktu, że niektóre jego ligandy, w 
tym kolagen i niektóre przeciwciała skierowane 
przeciwko CD36, aktywują płytki krwi oraz

wywołują wybuch tlenowy w monocytach i płytkach 
krwi [79, 83-84]. Ponadto, CD36 jest w płytkach 
krwi, komórkach czerniaka oraz komórkach HEL, 
jak wykazało zastosowanie technik immunoprecypi- 
tacyjnych, fizycznie połączona z kinazami tyrozyno- 
wymi rodziny src, w tym z fy n , lyn iyes , a w komór
kach śródbłonka z kinaząfyn  [85]. Może to oznaczać, 
że kinazy te biorą udział w przewodzeniu sygnału 
wewnątrz komórki, umożliwiając odpowiedź funk
cjonalną na działanie ligandów odziały wuj ących z 
CD36. Mechanizm przewodzenia sygnału przez 
CD36 jest bardzo słabo poznany. Aktywność recep
torowych kinaz tyrozynowych jest modulowana 
przez ich di- lub oligomeryzację [86]. Sugeruje się, 
że aktywność kinaz niereceptorowych, do których 
należą kinazy połączone z CD36, może być zmienia
na przez di-lub oligomeryzacje CD36. Aktywacja 
płytek krwi przez przeciwciała dla CD36 dostarczyła 
dowodów przesyłania sygnału w sposób zależny i 
niezależny od receptora FcRII, który występuje w 
płytkach. Aktywacja płytek krwi przez anty-CD36 
przeciwciała monoklonalne NL07, należące do kla
sy IgM, a więc niezależne od receptora FcRIIa, oraz 
fragmenty (Fab)2 tych przeciwciał potwierdza możli
wość tworzenia di- lub oligomerów CD36 [87].

IX. Znaczenie kliniczne CD36

Zwiększoną zawartość CD36 w płytkach krwi ob
serwowano u pacjentów z chorobami mieloprolifera- 
cyjnymi oraz u chorych na samoistna trombozę, co 
mogło być przyczyną komplikacji zakrzepowych 
[16, 88]. Obniżoną zawartość CD36 płytek krwi ob
serwowano w dystrofii mięśniowi Duchenne’a, co 
mogło być przyczyną obniżonej adhezji płytek [89]. 
Obniżoną glikozylację CD36 opisano u pacjentów 
dwóch rodzin chorych na rodzinną małopłytkowość 
(ang. fam ilia l thrombocytopenia). Płytki krwi cho
rych jednej rodziny, nie wykazujących objawów ska
zy krwotocznej, charakteryzowały się zwiększoną 
agregacją w odpowiedzi na kolagen, ADP i epinefry- 
nę [90]. Płytki krwi chorych drugiej rodziny, z obja
wami skazy krwotocznej, wykazywały z kolei obni
żoną zdolność do agregacji kolagenem, obniżoną ad
hezję do kolagenu i do białek macierzy [91]. Przy
czyny różnic reaktywności płytek krwi tych dwóch 
rodzin nie są znane. Zwiększoną ekspresję CD36 na 
powierzchni płytek obserwowano podczas ich od
działywania z uszkodzonymi naczyniami krwiono
śnymi. Przyczyną tego zjawiska jest ekspozycja 
CD36 obecnego w błonach ziarnistości na po
wierzchni błony plazmatycznej, co świadczy o akty
wacji płytek krwi. Sugeruje się, że ekspresja CD36
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na powierzchni płytek może być markerem aktywa
cji płytek krwi w różnych stanach patologicznych 
[92].

CD36 jest ważnym klinicznie antygenem, ponie
waż osobnicy Nak3' typu I ryzykują powstaniem izo- 
przeciwciał dla CD36 po transfuzji krwi Naka+ lub w 
czasie ciąży. Przeciwciała te mogą być przyczyną 
plamicy trombocytopenicznej [80]. Regionem wy
soce immunogennym, odpowiedzialnym za wytwa
rzanie izoprzeciwciał oraz regionem, z którym re
aguje szereg przeciwciał monoklonalnych skierowa
nych przeciwko CD36, jest region N-końca CD36 od 
aminokwasu 155 do 183 [93, 94]. CD36 może też od
grywać pewną rolę w złym potransfuzyjnym odzy
sku płytek krwi niedobranych pod względem antyge
nów układu grupowego krwi ABO, ponieważ eks
presja antygenu A występuje na CD36 [95].

W literaturze naukowej opisane są przypadki nie
doboru CD36 w płytkach krwi i monocytach. W szy
scy opisani osobnicy są zupełnie zdrowi i nie wyka
zują zaburzeń hemostatycznych, pomimo wielu 
funkcji receptorowych pełnionych przez to białko. 
Wynika to z faktu, że CD36 nie jest jedynym recepto
rem dla wielu swoich ligandów [1, 25, 79-80, 96]. 
Dla oddziaływań wieloreceptorowych, tak jak to opi
sano dla CD36, najprawdopodobniej potrzebny jest 
synergizm defektów dwóch lub więcej receptorów, 
aby stało się to zauważalne klinicznie. Przykładami 
są chorzy na chorobę Moschowitza (ang. thrombotic 
thrombocytopenicpurpura, TTP), z objawami skazy 
krwotocznej, gdzie poza niedoborem CD36 płytek 
krwi stwierdzono występowanie przeciwciał prze
ciwko CD36, GPIIb-IIIa i GPIa-IIa [97],

Występowanie przeciwciał skierowanych 
przeciwko CD36 obserwowano u wielu chorych na 
toczeń rumieniowaty układowy (ang. systemie lupus 
erythematosus, SLE) [98-100], czy chorych z mało- 
płytkowością w tym indukowaną heparyną (ang. 
heparin induced thrombocytopenia, HIT), induko
waną heparyną z zakrzepami (ang. heparin induced 
thrombocytopenia with thrombosis, HITT), TTP oraz 
na plamicę małopłytkową idiopatyczną (ang. 
idiopatic thrombocytopenic purpura, ITP) [101- 
103]. U wszystkich chorych przeciwciała przeciwko 
CD36 występowały zawsze w połączeniu z innymi 
przeciwciałami, w tym głównie przeciwko 
GPIIb-IIIa, GPIb i GPIa-IIa, a w SLE dodatkowo 
przeciwko DNA, C lq , fosfolipidom, antygenom 
erytrocytów i komórek śródbłonka.

W płytkach trombocytopenicznych, poza typową 
formą CD36 o masie cząsteczkowej 88 kDa, obser
wowano występowanie wysoce immunogennej for
my o masie 85 kDa. Forma ta najprawdopodobniej

powstaje w wyniku usunięcia kwasu sialowego przez 
sialidazę, co zwiększa dostępność CD36 dla prze
ciwciał [102].

Mechanizm działania przeciwciał skierowanych 
przeciwko CD36 i ich udział w powstawaniu 
małopłytkowości i zakrzepów nie jest dokładnie po
znany. Wiązanie się tych przeciwciał z CD36 w 
błonie płytkowej może powodować aktywację płytek 
z uruchamianiem szlaków przekazywania informacji 
za pośrednictwem kinaz tyrozynowych, uwalnianie 
tromboksanu A2 oraz uwalnianie wielu substancji 
magazynowanych w ziarnistościach wewnątrzko
mórkowych, które potęgują aktywację i doprowa
dzają do agregacji płytek. Aktywacja płytek krwi 
może przebiegać w sposób zależny i niezależny od 
receptora FcRIIA [51, 104]. Zaktywowane płytki 
mogą być usuwane z krążenia, co może być przy
czyną małopłytkowości, lub mogą też wiązać się do 
śródbłonka, pojedynczo lub jako agregaty płytkowe, 
zwężając naczynia krwionośne i przyczyniając się do 
zakrzepie [105]. Fakt, że więcej przeciwciał dla 
CD36 występowało u chorych na TTP i HITT niż u 
chorych na ITP i HITT potwierdza udział tych prze
ciwciał w tworzeniu zakrzepów [100, 18]. Ponadto, 
w plazmie pacjentów chorych na TTP, często wystę
puje białko o m.cz. 37 kDa, nazywane aglutyniną 
płytkową, które łączy się z CD36 i powoduje dodat
kowo aktywację płytek krwi.

Przeciwciała skierowane przeciwko CD36 mogę 
też wiązać się z komórkami śródbłonka powodując 
zaburzenia adhezji płytek krwi, transportu i pobiera
nia lipidów oraz hamować apoptozę neutrofili przez 
makrofagi [100, 104].

X. Podsumowanie

CD36 jest przykładem białka wielofunkcyjnego, 
współdziałającego z innymi receptorami w wiązaniu 
ligandów. Występowanie „nadmiaru” receptorów 
wiążących takie same ligandy oraz obecność białek 
rodziny CD36, posiadających podobną strukturę i 
pełniących podobne funkcje, jest najprawdopodob
niej przyczyną braku zmian fenotypowych u osób z 
niedoborem CD36. Białko CD36 dzięki oddziaływa
niom z wieloma Ugandami bierze udział w wielu pro
cesach fizjologicznych i patologicznych. Poznanie 
mechanizmów tych oddziaływań może znaleźć za
stosowanie w leczeniu wielu chorób.
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I. Wstęp

Jedną z najdawniej poznanych charakterystycz
nych cech oddychania roślin jest tzw. oddychanie 
niewrażliwe na cyjanek. Oddychanie to związane 
jest z obecnością w mitochondrialnym łańcuchu 
transportu elektronów dodatkowej oksydazy, alter
natywnej w stosunku do oksydazy cytochromowej, 
nazwanej z tego powodu oksydazą alternatywną 
(AOX) [1-3]. Oddychanie cyjanoodporne (nie tylko 
ze względu na nazwę) uważane było za pewną oso
bliwość roślinnego metabolizmu oddechowego. Ar
tykuły poświęcone charakterystyce roślinnego 
łańcucha oddechowego i przypuszczalnemu znacze
niu fizjologicznemu oksydazy alternatywnej opubli
kowane były w „Postępach Biochemii” [3, 4], Rola 
oddychania cyjanoodpornego jest stale dyskutowa
na, jedynie u tzw. roślin termogennych z rodziny 
Araceae jest niewątpliwie związana z wydzielaniem 
ciepła [5]. Oddychanie cyjanoodporne i oksydaza al
ternatywna występują jednak powszechnie w świe
cie roślinnym, nie tylko u roślin termogennych, a wy
twarzanie ciepła w czasie oddychania innych roślin 
jest zbyt małe, aby miało znaczenie fizjologiczne.

Ostatnie dziesięć lat przyniosło dwa ważne odkry
cia w badaniach oddychania cyjanoodpornego; 
pierwsze, że nie należy oznaczać aktywności i
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udziału oksydazy alternatywnej w oddychaniu przy 
użyciu inhibitorów [6] i drugie, równie istotne, że ak
tywność AOX jest regulowana nie tylko na poziomie 
genu (stężenie białka AOX), ale przede wszystkim 
na poziomie białka, w sposób o wiele bardziej skom
plikowany niż początkowo przypuszczano [2]. Dro
ga cytochromowa i alternatywna, rozgałęziając się 
na poziomie ubichinonu, mogą współzawodniczyć o 
elektrony ze zredukowanego ubichinonu. Niefosfo- 
rylujący charakter drogi alternatywnej powoduje ob
niżenie wydajności energetycznej procesu oddycha
nia. Przepływ elektronów na oksydazę alternatywną 
musi być więc ściśle regulowany i uzależniony od 
metabolizmu komórki uwarunkowanego jej stanem 
fizjologicznym, rozwojowym i/lub przystosowania
mi do zmiennych warunków środowiska [2]. Obec
nie uważa się, że ta specyficzna cecha roślinnego 
łańcucha oddechowego jest związana ze zdolnością 
oddychania roślin do regulacji równowagi gospodar
ki energetyczno-węglowej w zmiennych warunkach 
środowiskowych.

Regulacja oddychania drogą alternatywną jest 
ostatnio przedmiotem intensywnych badań, między 
innymi w Zakładzie Bioenergetyki Roślin UW

zredukowanego ubichinonu (ubichinolu) na tlen 
[1-3] (Ryc. 1). Zaproponowany model regulacji 
przepływu elektronów z ubichinolu zakłada, że tlen 
reaguje z oksydazą alternatywną, gdy osiągnie ona 
stan cztero-elektronowej redukcji [11]. Reakcja ta 
nie prowadzi do przemieszczania protonów w po
przek wewnętrznej błony mitochondriów, przez co 
cała energia uwalniana podczas transportu elektro
nów z ubichinolu na tlen jest rozpraszana w postaci 
ciepła. Droga alternatywna jest drogą niefosfory- 
lującą, gdyż elektrony om ijają dwa miejsca sprzęże
nia związane z tworzeniem siły protonomotorycznej 
(kompleksy III i IV łańcucha cytochromowego). 
Przepływ elektronów drogą alternatywną nie jest ha
mowany przez inhibitory drogi cytochromowej takie 
jak: cyjanek, azydek, antymycyna A czy myksotia- 
zol, ale jest hamowany przez kwasy hydroksamowe, 
gallusan n-propylu i disulfiram [12-14].

Oksydaza alternatywna ma mniejsze powinowac
two do tlenu niż oksydaza cytochromowa. Stała Mi- 
chaelisa (Km) dla oksydazy alternatywnej, w zale
żności od gatunku rośliny, wynosi 10-20 pM i 1,7 
pM, a przy niskim stężeniu 0 2, w granicach 0-6 pM, 
podczas gdy dla oksydazy cytochromowej, odpo-

przestrzeń m iędzybłonowa

' i

*H+
NADH—NAD* 

macierz

[7-10]. Obniżony poziom jonów fosforanowych w 
tkance korzeni fasoli powodujący wzrost odporności 
oddychania na cyjanek jest układem modelowym do 
badania regulacji oksydazy alternatywnej. Artykuł 
poświęcony jest regulacji ekspresji i aktywności 
oksydazy alternatywnej u roślin wyższych.

II. Lokalizacja oksydazy alternatywnej w 
roślinnym łańcuchu oddechowym

Oksydaza alternatywna jest oksydazą ubichinolu, 
przenoszącą elektrony w łańcuchu oddechowym ze

Ryc. 1. Transport elektronów w roślinnym 
łańcuchu oddechowym. I, oksydore- 
duktaza NADH — ubichinon; II, 
oksydoreduktaza bursztynian — ubi
chinon; III, oxydoreduktaza ubichi- 
nol — cytochrom c; IV, oksydaza cy
tochromu c; V, syntaza ATP; AOX, 
oksydaza alternatywna; c, cytochrom 
c; QH2, zredukowany ubichinon; 
DhW, dehydrogenaza(y) wewnętrz
nego NAD(P)H; DhZ, dehydrogena- 
za(y) zewnętrznego NAD(P)H.

wiednio, 0,1-0,6 pM i 0,14 pM [15,16]. Podczas po
miarów pobierania tlenu przez całe tkanki lub izolo
wane mitochondria, stężenie tlenu (100-200 pM) w 
stosowanych mieszaninach reakcyjnych nie ograni
cza aktywności obydwu oksydaz [17] W warunkach 
in vivo zdarza się jednak, że tlen może być czynni
kiem ograniczającym oddychanie, np. w bulwach 
ziemniaka [18] lub przy bardzo intensywnym zuży
waniu energii podczas kwitnienia [19].

Przez wiele lat do oznaczania udziału drogi alter
natywnej i cytochromowej w oddychaniu wykorzy
stywano metodę B a h r a i B o n n e r a  [20] pole
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gającą na miareczkowaniu aktywności obu dróg od
powiednimi inhibitorami (drogi cytochromowej — 
cyjankiem, antymycyną, a drogi alternatywnej — 
SHAM, BHAM), przy założeniu, że droga alterna
tywna działa przy wysyconej drodze cytochromo
wej. Szereg doświadczeń wykazywało jednak, że 
droga alternatywna może działać przy niewysyconej 
drodze cytochromowej, a ponadto może współza
wodniczyć o elektrony z drogą cytochromową na po
ziomie ubichinonu [21-23]. Obecnie jedyną w iary
godną i nieinwazyjną (bez zastosowania inhibito
rów) metodą oznaczania udziału drogi alternatywnej 
w oddychaniu jest technika dyskryminacji pobiera
nia ciężkiego izotopu tlenu, 180 2 w stosunku do l60 2 
[24-26].

Pomimo wielu prób nie udało się dotychczas 
wyizolować z tkanek roślinnych oksydazy 
alternatywnej w postaci oczyszczonego, aktywnego 
biochemicznie preparatu białkowego. Otrzymanie 
homogennego enzymu nie udaje się z kilku 
przyczyn: trudności uwolnienia białka z błony mito- 
chondrialnej, jego niestabilności poza strukturą 
błonową oraz braku odpowiedniego donora 
elektronów dla oksydazy alternatywnej in vitro, 
zastępującego ubichinon. Częściowe oczyszczenie 
oksydazy alternatywnej z Sauromatum guttatum  
pozwoliło otrzymać przeciwciała monoklonalne dla 
oksydazy alternatywnej [27-29]. Zapoczątkowało to 
nowy etap badań regulacji aktywności oksydazy 
alternatywnej z wykorzystaniem technik biologii 
molekularnej. Analiza immunologiczna oksydazy 
alternatywnej w połączeniu ze znajomością struktury 
cząsteczkowej enzymu i precyzyjnym oznaczaniem 
aktywności techniką dyskryminacji izotopowej 
pozwala na badanie mechanizmów regulacji AOX w 
układach in vitro i in vivo w szerokim zakresie 
zmieniających się warunków życia roślin czy 
oddziaływania czynników stresowych.

III. Charakterystyka molekularna oksydazy 
alternatywnej

Oksydaza alternatywna jest małym białkiem (o 
ciężarze cząsteczkowym od 32 do 39 kDa) wystę
pującym w formie dimeru i zlokalizowanym w wew
nętrznej błonie mitochondrialnej. Przypuszcza się, 
że monomeryczne białko AOX zawiera dwie hydro
fobowe domeny o strukturze alfa-helisy zlokalizo
wane w wewnętrznej błonie mitochondrialnej [17, 
30] i jedną helisę powierzchniową na zewnętrznej 
stronie wewnętrznej błony mitochondrialnej [31]. 
Hydrofilowe końce C i N łańcucha polipeptydowego 
znajdują się po stronie macierzy mitochondrialnej

[32]. Miejsce wiązania substratu (ubichinolu) w 
białku znajduje się w rejonie hydrofilowej helisy od 
strony macierzy mitochondrialnej [33, 34] (Ryc. 2). 
Hipotetyczne centrum aktywne enzymu, przy C koń
cu alfa-helisy łańcucha polipeptydowego, tworzą 
dwa atomy metalu, prawdopodobnie żelaza [35-37]. 
Na N końcu białka znajdują się reszty cysteinowe, 
które uczestniczą w tworzeniu labilnych mostków 
dwusiarczkowych w dimerze oksydazy alternatyw
nej [1, 33]. Mutacja w genie oksydazy alternatywnej 
polegająca na zastąpieniu reszt cysteinowych reszta
mi glutaminianowymi, alaninowymi bądź serynowy- 
mi powoduje tworzenie dimerycznego, zredukowa
nego białka, które nigdy nie przyjmuje formy utle
nionej [38-40]. Dyskutowany od początku lat 
90-tych model strukturalny oksydazy alternatywnej 
został ostatnio poddany weryfikacji [33]. Uważa się, 
że może to być białko zlokalizowane po stronie ma
cierzy w wewnętrznej błonie mitochondrialnej lub 
połączone z tą błoną na zasadzie oddziaływań 
białko-białko (Ryc. 2).

Oksydaza alternatywna z mitochondriów roślin
nych wykazuje wysoką homologię do sklonowanego 
niedawno chloroplastowego białka Im u Arabidopsis 
thaliana, które posiada aktywność oksydazy plasto- 
chinonu i podobnie jak AOX przenosi elektrony bez
pośrednio na tlen [41, 42]. Zarówno białko Im, jak i 
oksydaza alternatywna kodowane są przez geny 
jądrowe o wysokim stopniu podobieństwa u różnych 
gatunków roślin [37]. Analiza sekwencji genów 
oksydazy alternatywnej i białka Im, odpowiedzial
nych za tworzenie centrum aktywnego enzymów 
[37], potwierdziła wcześniejsze przypuszczenia [1, 
36], że obydwa białka należą do rodziny meta- 
lo-białek zwanych „dwużelazowymi białkami typu 
R2”, do których zaliczamy miedzy innymi: podjed- 
nostkę R2 reduktazy rybonukleotydowej, A9-desat- 
urazę i monooksygenazę metanu.

IV. Regulacja aktywności oksydazy 
alternatywnej

IV-1. Regulacja aktywności oksydazy 
alternatywnej na poziomie genu

Oksydaza alternatywna będąc białkiem mitochon- 
drialnym kodowana jest przez gen zlokalizowany w 
DNA jądrowym [32]. Wykazano, że poziom mRNA, 
stężenie białka enzymatycznego oraz/lub aktywność 
oksydazy alternatywnej zależały od różnych czynni
ków biotycznych lub abiotycznych [43-48]. Wzrost 
aktywności oksydazy alternatywnej związany ze 
zwiększoną ilością zsyntetyzowanego białka enzy
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matycznego obserwowano w różnych warunkach 
wzrostu rośliny [9, 49-52], w określonym stanie roz
wojowym [53-55] oraz w zależności od rodzaju tkan
ki [56]. System ekspresji genów oksydazy alterna
tywnej w jądrze komórkowym można zatem uważać 
za kluczowy i podstawowy poziom regulacji aktyw
ności białka [2].

Badania ekspresji genów oksydazy alternatywnej 
rozpoczęły doświadczenia z genem aoxl u Sauroma- 
tum guttatum, dla którego poziom mRNA wzrastał w 
trakcie termogenezy podczas kwitnienia oraz pod 
wpływem egzogennego kwasu salicylowego [45,

przy wzroście stężenia cytrynianu w mitochon- 
driach. Wskazuje to na możliwość połączenia meta
bolizmu mitochondrialnego z ekspresją jądrowego 
genu oksydazy alternatywnej [47].

Poszukiwania cząsteczki sygnałowej, która 
byłaby przekaźnikiem informacji z mitochondrium 
do jądra komórkowego doprowadziły do hipotezy, że 
rolę taką mogłyby spełniać powstające w mitochon- 
driach aktywne formy tlenu (AFT), a konkretnie nad
tlenek wodoru, stosunkowo stabilny i łatwo przeni
kający przez błony. Badania metabolizmu oddecho
wego w mitochondriach in vivo i in vitro wykazały,

przestrzeń międzybłonowa
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macierz C C
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46]. Wciąż bez odpowiedzi pozostaje pytanie: jaki 
sygnał i na jakiej drodze przenosi informację o stanie 
metabolicznym łańcucha oddechowego z mitochon
drium do jądra komórkowego i powoduje indukcję 
syntezy białka oksydazy alternatywnej. U różnych 
organizmów (roślin, grzybów, pierwotniaków), u 
których badano oddychanie przy udziale drogi alter
natywnej, wykazano, że zahamowanie aktywności 
drogi cytochromowej prowadziło do syntezy de novo 
białka oksydazy alternatywnej [57-60]. Wzrost re
dukcji ubichinonu na skutek napływu substratów od
dechowych i ograniczenia transportu elektronów 
mógł również indukować ekspresję genu oksydazy 
alternatywnej [2, 10]. Wzrost poziomu mRNA dla 
oksydazy alternatywnej obserwowany był również

Ryc. 2. Struktura homodimeru oksydazy alter
natywnej i położenie białka w wew
nętrznej błonie mitochondrialnej. 
Oksydaza alternatywna w formie zre
dukowanej (-SH HS-) jest bardziej ak
tywna niż w formie utlenionej (-S-S-). 
Mostki dwusiarczkowe tworzą reszty 
cysteinowe N końca łańcucha poli- 
peptydowego. AOX w formie zredu
kowanej podlega regulacji przez piro- 
gronian. Aktywne centrum enzymu, 
które tworzą dwa atomy żelaza, zloka
lizowane jest w obszarze domen hy
drofitowych po stronie C końca łańcu
cha polipeptydowego.

że reakcje redoks łańcucha oddechowego są ważnym 
źródłem aktywnych form tlenu [61-63]. Aktywne 
formy tlenu powstają również w cytosolu [61] w od
powiedzi na różnego typu czynniki stresowe, pod 
wpływem których obserwuje się wzrost aktywności 
oksydazy alternatywnej [32, 63, 64]. Dodanie H20 2 
do kultur zawiesinowych tytoniu i petunii powodo
wało indukcję syntezy oksydazy alternatywnej [23,
47]. Poza H20 2, możliwość indukcji ekspresji genu 
oksydazy alternatywnej u roślin termogennych przy
pisuje się również kwasowi salicylowemu [29, 43, 
44, 46, 65, 66]. Mechanizm indukcji genu oksydazy 
alternatywnej nie jest jednak do tej pory wyjaśniony, 
nie ma bowiem dotychczas jednoznacznych dowo
dów na to, że AFT i/lub kwas salicylowy są rzeczy
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wiście czynnikami indukującymi ekspresję genu 
oksydazy alternatywnej w jądrze komórkowym.

IV-2. Regulacja aktywności oksydazy 
alternatywnej na poziomie białka

Oprócz ekspresji genów decydującej o ilości 
białka oksydazy alternatywnej, przepływ elektronów 
na drogę alternatywną zależy również od czynników 
związanych z metabolizmem oddechowym w 
mitochondriach. W ciągu ostatnich kilku lat 
intensywne badania prowadzone na izolowanych 
mitochondriach wykazały, że na poziomie białka, 
przepływ elektronów na drogę alternatywną jest 
regulowany przez: stan redukcji enzymu [67, 68], 
stymulację aktywności oksydazy alternatywnej 
przez alfa-ketokwasy, w tym głównie pirogronian 
[68-72], poziom redukcji ubichinonu (Qr/Qt) [23, 
73-75] oraz aktywność drogi cytochromowej [6, 
22, 76, 77]. Jednoczesne współdziałanie wymienio
nych powyżej czynników jest niezbędne w regulacji 
aktywności AOX w izolowanych mitochondriach 
(system in vitro), natomiast tylko niektóre z nich 
mają istotne znaczenie w regulacji aktywności AOX 
in vivo (Ryc. 3).

IV-2.1. Stan redukcji białka oksydazy alternatywnej

Oksydaza alternatywna może występować w we
wnętrznej błonie mitochondriów jako homodimer w 
dwóch formach: związanej niekowalencyjnie (zredu
kowanej), bardziej aktywnej i związanej kowalen
cyjnie (utlenionej), mniej aktywnej [1, 67, 68]. Utle
niona forma posiada masę cząsteczkową około 66 
kDa, natomiast zredukowana, w zależności od gatun
ku rośliny od 32 do 39 kDa. Dodanie do izolowanych

mitochondriów czynników o właściwościach silnie 
redukujących (ditiotreitiol) lub utleniających (dia- 
mid) powodowało swobodne przechodzenie oksyda
zy alternatywnej w formę zredukowaną lub utlenioną 
[67], co wskazywało na możliwość wzajemnej kon
wersji obu konformacyjnych form enzymu. Aktyw
na, zredukowana forma oksydazy alternatywnej po
siada wyższe powinowactwo do zredukowanego ubi
chinonu [68] i może współzawodniczyć o elektrony z 
oksydazą cytochromową [71]. O stanie redukcji 
białka oksydazy alternatywnej może decydować stę
żenie zredukowanych nukleotydów pirydynowych 
(NAD(P)H) wewnątrz mitochondriów [2, 78]. U tle
nianie cytrynianu, izocytrynianu lub jabłczanu pro
wadziło do wzrostu zawartości aktywnej oksydazy 
alternatywnej, natomiast metabolizm innych sub
stratów oddechowych (bursztynianu, glicyny, 2-oks- 
oglutaranu czy pirogronianu) nie powodował zmian 
zawartości zredukowanej oksydazy alternatywnej 
[79]. Zaproponowano, że oprócz NADH, również 
NADPH powstający w mitochondriach w wyniku ak
tywności dehydrogenazy izocytrynianowej i/lub 
jabłczanowej może redukować białko oksydazy al
ternatywnej [78, 80] w powiązaniu z funkcjonowa
niem układu tioredoksyna —  reduktaza tioredoksyny 
[78,81].

Techniką immunoblottingu wykazano, że oksyda
za alternatywna występuje w mitochondriach izolo
wanych z korzeni fasoli. Zawartość białka AOX 
wzrasta w tkankach korzeni fasoli w warunkach defi
cytu fosforu [10]. W korzeniach fasoli oksydaza al
ternatywna występuje wyłącznie w aktywnej zredu
kowanej formie [ 10], a obserwowana w izolowanych 
mitochondriach forma utleniona [9] powstaje na sku
tek utlenienia białka AOX podczas procedury izola
cji mitochondriów.

ekspresja genu aox  

? H20 2
ilość białka AOX

metabolizm
węgla

stężenie

PIROGRONIAN

droga
cytochromową

poziom redukcji
UBICHINONU

stan redoks 
mitochondrium
' A  '  ,  \

NAD(P)H/NAD(P)+

Ryc. 3. Czynniki regulujące aktywność oksydazy 
alternatywnej (AOX) w mitochondriach 
roślin wyższych. Przepływ elektronów 
drogą alternatywną zależy od ekspresji 
genu aox w jądrze komórkowym (regula
cja na poziomie genu) oraz od wpływu 
czynników metabolicznych na aktywność 
zsyntetyzowanego białka (regulacja na po
ziomie białka). Zmodyfikowane według 
[2]-
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IV-2.2. Stymulacja aktywności oksydazy alternatywnej 
przez pirogronian

Oksydaza alternatywna w formie zredukowanej 
podlega aktywacji przez alfa-ketokwasy, głównie pi
rogronian [9, 68-71]. Stymulacja aktywności enzy
mu jest niezależna od metabolizmu oddechowego pi- 
rogronianu, co sugeruje bezpośrednie oddziaływanie 
allosteryczne pirogronianu z białkiem oksydazy al
ternatywnej. Analiza struktury białka oksydazy al
ternatywnej wskazuje, że miejsce wiązania pirogro
nianu do enzymu znajduje się po stronie macierzy 
mitochondrialnej, w obszarze reszt cysteinowych od
powiedzialnych za dimeryzację enzymu [38-40]. U 
roślin transgenicznych zmodyfikowanie białka oksy
dazy alternatywnej (brak odpowiednich reszt cyste
inowych na N końcu polipeptydu) prowadziło do 
utraty zdolności oddziaływania enzymu z pirogro- 
nianem [40].

W izolowanych mitochondriach oksydaza alterna
tywna może być także aktywowana przez jabłczan i 
bursztynian [82-84]. W mitochondriach metabolizm 
jabłczanu przy udziale dehydrogenazy jabłczanowej 
dekarboksylującej zależnej od NAD+ (NAD-ME) 
prowadzi do powstawania pirogronianu. Bursztynian 
może być również przekształcany w pirogronian 
przy udziale kolejno: dehydrogenazy bursztyniano- 
wej, fumarazy i enzymu jabłczanowego (NAD-ME) 
[70]. W obecności pirogronianu oksydaza alterna
tywna staje się aktywna przy niższym stosunku stę
żenia zredukowanego ubichinonu (Qr) do stężenia 
całkowitego ubichinonu (Qt) [69, 70], Zapropono
wano, że pirogronian łącząc się z białkiem oksydazy 
alternatywnej obniża Km reakcji enzymu ze zreduko
wanym ubichinonem (ubichinolem) [1, 68, 85]. Jed
nakże in vitro podanie sztucznych analogów ubichi
nonu do izolowanych mitochondriów oraz częścio
wo oczyszczonych preparatów białka AOX wyka
zało, że skutkiem oddziaływania pirogronianu był 
wzrost Vmax dla oksydazy alternatywnej, nie zaś pod
wyższenie powinowactwa enzymu do ubichinolu 
[86]. Wykorzystanie techniki otrzymywania odwró
conych pęcherzyków mitochondrialnych (SMP) po
zwoliło na precyzyjne określanie Km dla pirogronia
nu w reakcji stymulacji aktywności oksydazy alter
natywnej. Otrzymano wartości K m dla pirogronianu 
(od około 4 pM dla bulw batatów i 4,5 pM dla liście- 
ni soi do 50 pM dla korzeni soi), przy których oksy
daza alternatywna osiągała połowę swojej maksy
malnej aktywności [70, 87]. Stężenia pirogronianu w 
ekstraktach z korzeni różnych gatunków roślin, w 
przeliczeniu na gram świeżej masy tkanki, wahały 
się w granicach 40-100 nmoli [88-90]. Pod wpływem

warunków stresowych, takich jak  hipoksja, infekcja 
patogenna czy stosowanie antymycyny A, stężenie 
pirogronianu wzrastało do wartości 120-550 nmoli, 
w przeliczeniu na gram świeżej masy tkanki [48, 91, 
92]. Szacunkowe stężenie pirogronianu w cytosolu 
może wynosić około 600 pM [75], czyli blisko 
12-150 razy więcej niż wynosi stała Km dla pirogro
nianu w reakcji stymulacji aktywności AOX. Wobec 
tego przy założeniu, że stężenie pirogronianu w mi
tochondriach jest przynajmniej takie jak w cytosolu 
(a jest prawdopodobnie wyższe ze względu na ak
tywność enzymu jabłczanowego) oksydaza alterna
tywna w mitochondriach in vivo może być zawsze w 
pełni aktywowana [93].

M itochondria izolowane z korzeni fasoli roślin 
kontrolnych bez dodanego pirogronianu charaktery
zują się niską aktywnością AOX lub prawdopodob
nie całkowitym brakiem aktywności AOX [10]. 
Wzrost aktywności AOX po dodaniu pirogronianu 
wskazuje, że potencjalna aktywność AOX w mito
chondriach korzeni fasoli jest wysoka, gdy AOX jest 
w pełni zaktywowana. Mimo to udział oksydazy al
ternatywnej w oddychaniu jest prawdopodobnie nie
wielki [10]. Obniżone stężenie jonów fosforano
wych w tkance korzeni fasoli powoduje znaczny 
wzrost odporności oddychania na cyjanek oraz 
wzrost aktywności oksydazy alternatywnej w izolo
wanych mitochondriach bez dodanego pirogronianu. 
Jednocześnie obserwowany jest wzrost aktywności 
enzymu jabłczanowego wytwarzającego wewnątrz 
mitochondriów pirogronian, który może aktywować 
oksydazę alternatywną [10].

IV-2.3. Poziom redukcji ubichinonu (Qr/Qt)

W łańcuchu oddechowym wspólnym substratem 
dla oksydazy cytochromowej i alternatywnej jest 
zredukowany ubichinon (ubichinol) [2]. Poziom re
dukcji ubichinonu, czyli stosunek stężenia zreduko
wanego ubichinonu (Qr) do całkowitego stężenia 
ubichinonu (Qt), (Qr/Qt), jest z jednej strony uwa
runkowany aktywnością dehydrogenaz dostar
czających elektrony z substratów oddechowych na 
ubichinon, a z drugiej strony aktywnością oksydaz, 
które przekazują elektrony z ubichinolu na tlen [73]. 
Opracowanie metody jednoczesnego pomiaru pozio
mu redukcji ubichinonu (Qr/Qt) i natężenia pobiera
nia tlenu w izolowanych mitochondriach [94] za
początkowało badania regulacji przekazywania elek
tronów z ubichinolu na końcowe oksydazy łańcucha 
oddechowego. Pomiary woltametryczne z wykorzy
staniem tak zwanej „Q-elektrody” wykazały, że 
przepływ elektronów na oksydazę cytochromową w
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izolowanych mitochondriach jest liniowo zależny od 
poziomu redukcji ubichinonu (Qr/Qt), natomiast 
oksydaza alternatywna staje się aktywna dopiero, 
gdy ubichinon osiągnie wysoki poziom redukcji 
(Qr/Qt) [94, 95]. Liniową zależność aktywności 
oksydazy alternatywnej od poziomu redukcji ubichi
nonu (Qr/Qt) opisano jedynie dla roślin termogen- 
nych [95, 96]. U roślin nietermogennych, nieliniowa 
zależność aktywności oksydazy alternatywnej od po
ziomu redukcji ubichinonu (Qr/Qt), zarówno w izo
lowanych mitochondriach jak  i w całych tkankach, 
mogłaby wskazywać, że oksydaza alternatywna jest 
aktywna, gdy droga cytochromowa jest wysycona 
elektronami na skutek dużego nagromadzenia sub
stratów oddechowych [97-99].

Badania z zastosowaniem „Q-elektrody” [94] 
oraz ekstrakcja ubichinonu z całych tkanek lub izolo
wanych mitochondriów [23] pozwoliły opracować 
szereg modeli kinetycznych zależności aktywności 
dehydrogenaz i oksydaz łańcucha oddechowego od 
poziomu redukcji ubichinonu (Qr/Qt) [11, 16, 77, 
100]. Zasada tworzenia matematycznych modeli ki
netycznych opiera się na założeniu, że nachylenie 
krzywej odpowiada zależności zmian aktywności 
oksydazy alternatywnej od zmian poziomu redukcji 
ubichinonu (Qr/Qt). Szereg doświadczeń opi
sujących kinetykę dróg utleniających ubichinon 
wskazuje, że nachylenie krzywej dla zredukowanej 
oksydazy alternatywnej jest strome, a w pewnym ob
szarze (powyżej 10% Qr/Qt) często zbliża się do za
leżności liniowej [68, 70, 71, 93, 101-103]. Interpre
tacje modeli kinetycznych dowodzą, że w obecności 
pirogronianu oraz przy występowaniu białka oksy- 
dązy alternatywnej w formie zredukowanej (aktyw
nej) nawet niewielkie zmiany Qr/Qt powodują duże 
zmiany aktywności oksydazy alternatywnej [93].

W mitochondriach izolowanych z korzeni fasoli 
poziom redukcji ubichinonu (Qr/Qt) jest wysoki i 
wynosi około 40 % bez substratu oddechowego, 
natomiast w mitochondriach z korzeni fasoli roślin z 
obniżonym poziomem jonów fosforanowych 
wzrasta do wartości około 60 %. W mitochondriach 
izolowanych z korzeni fasoli oksydaza alternatywna 
jest aktywowana przez zredukowany ubichinon 
tylko w obecności pirogronianu, przy czym jest to 
zarówno pirogronian egzogenny, jak  i endogenny, w 
przypadku roślin z obniżonym poziomem jonów 
fosforanowych [10].

IV-2.4. Aktywność drogi cytochromowej

Jeden z mechanizmów regulacji aktywności oksy
dazy alternatywnej zakłada, że zarówno stężenie jak

i aktywność enzymu zależą od zmian aktywności 
drogi cytochromowej [2]. Aktywność drogi cyto
chromowej jest uwarunkowana natężeniem proce
sów wytwarzania i zużywania ATP, przez co podlega 
regulacji metabolicznej przez adenylany [95]. Me
chanizm ten, jak się wydaje, nie dotyczy oddychania 
przy udziale oksydazy alternatywnej [104]. Wobec 
tego, regulacja aktywności drogi alternatywnej przez 
zmiany aktywności drogi cytochromowej mogłaby 
być przykładem przystosowania metabolizmu odde
chowego roślin do zmiennego zapotrzebowania na 
energię w różnych stanach rozwojowych i warun
kach środowiskowych.

Wzrost oddychania przy udziale drogi alterna
tywnej w odpowiedzi na zahamowanie i/lub ogra
niczenie aktywności drogi cytochromowej obser
wowano u roślin poddanych stresowi chłodu [52, 64, 
105-107], w warunkach deficytu fosforu [7, 8, 104] 
oraz po zastosowaniu inhibitora kompleksu III 
łańcucha oddechowego [108]. Podczas rozwoju 
korzeni soi wraz ze spadkiem stężenia ADP i 
aktywności drogi cytochromowej obserwowano 
wzrost aktywności drogi alternatywnej w izolowa
nych mitochondriach i całych korzeniach [75]. W 
korzeniach trawy Poa annula, po przeniesieniu do 
warunków słabego oświetlenia, wzrost udziału drogi 
alternatywnej w oddychaniu również był związany 
ze spadkiem aktywności drogi cytochromowej [ 109].

Przepływ elektronów na drogę alternatywną zale
ży od aktywności drogi cytochromowej, ale tylko w 
warunkach, gdy oksydaza alternatywna jest aktywna 
(zredukowana) oraz związana allosterycznie z piro- 
gronianem. Aktywność drogi cytochromowej oraz 
dostępność substratu AOX, zredukowanego ubichi
nonu, stanowią mechanizm regulujący aktywność 
oksydazy alternatywnej poprzez zmiany metabolicz
ne w łańcuchu oddechowym [22, 52, 71, 75, 109, 
110]. Deficyt jonów fosforanowych wpływa na ob
niżenie oddychania i aktywności drogi cytochromo
wej [8, 10]. Obniżenie aktywności drogi cytochro
mowej powoduje wzrost poziomu redukcji ubichino
nu i przepływ elektronów na zaktywowaną przez pi
rogronian drogę alternatywną [9, 10].

V. Uwagi końcowe

Oksydaza alternatywna obecna jest w każdej zba
danej dotąd roślinie i pojawia się niemal w każdym 
organie, zatem oprócz wytwarzania ciepła musi 
pełnić ważne funkcje metaboliczne. Hipoteza „prze
lewu” {overflow) [98] i nadmiaru siły redukcyjnej z 
powodzeniem funkcjonowała do roku 1995. Opisy
wała stany metaboliczne, w których droga alterna
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tywna może funkcjonować przy wy syconej drodze 
cytochromowej (wzrost zawartości cukrów w ko
mórce i ich intensywny metabolizm glikolityczny, 
wysoki ładunek energetyczny adenylanów) [97-99]. 
Obecnie wiadomo, że nawet przy niewysyconej dro
dze cytochromowej, droga alternatywna może odbie
rać elektrony ze zredukowanego ubichinonu i uczest
niczyć w oddychaniu [6, 76]. Warunki metaboliczne, 
w których spada stężenie ADP i aktywność oksydazy 
cytochromowej oraz wzrasta poziom redukcji ubi
chinonu (Qr/Qt), mogą prowadzić do stanu, w któ
rym droga cytochromowa jest bliska wysycenia. 
Oksydaza alternatywna mogłaby w ten sposób nie 
tylko zapobiegać nadmiernej redukcji łańcucha 
oddechowego, ale również umożliwiać funkcjono
wanie cyklu Krebsa [2, 109].

Według jednej z hipotez, fizjologiczną rolą oksy
dazy alternatywnej może być regulacja wytwarzania 
aktywnych form tlenu w komórkach [63, 64, 111]. 
Powstający w wyniku reakcji dysmutacji anionorod- 
ników ponadtlenkowych H20 2 może odgrywać rolę 
czynnika indukującego syntezę AOX [32, 77, 111]. 
Podczas różnego rodzaju stresów biotycznych czy 
abiotycznych dochodzi do wzrostu zawartości AOX i 
oddychania z jej udziałem [59, 64, 99, 104]. Przy 
ograniczonej aktywności drogi cytochromowej i 
wzroście poziomu redukcji ubichinonu (Qr/Qt) do
chodzi do zwiększonego wytwarzania aktywnych 
form tlenu [ 104, 112]. Oksydaza alternatywna, stabi
lizując poziom redukcji ubichinonu (Qr/Qt), może 
ograniczać powstawanie aktywnych form tlenu [63, 
63, 104, 112-114].

Wzrost zawartości białka AOX i udziału AOX w 
oddychaniu jest wspólną odpowiedzią różnych ga
tunków roślin na działanie warunków stresowych. 
Stresy mogą być wywołane czynnikami biotycznymi 
i/lub abiotycznymi, takimi jak: zranienia, atak pato
genów, cyjanek, tlenek azotu, wysokie stężenia C 0 2 i 
soli, niedobór składników mineralnych, anoksja, su
sza, niska/wysoka temperatura [2]. W ciągu ostat
nich dziesięciu lat, badania regulacji aktywności 
oksydazy alternatywnej prowadzone in vitro, na izo
lowanych mitochondriach, wykazały, że jest to pro
ces skomplikowany. Co więcej, nie wiadomo dokład
nie, które z czynników regulujących aktywność 
AOX in vitro mają rzeczywiście znaczenie in vivo, w 
tkankach [109, 115]. Regulacja aktywności oksyda
zy alternatywnej in vivo zależy bowiem od 
współdziałania szeregu czynników metabolicznych. 
Izolowane mitochondria są łatwiejszym do badań 
układem in vitro, natomiast otrzymane wyniki należy 
zawsze odnosić do metabolizmu całej rośliny in vivo 
uwarunkowanego stanem rozwojowym i czynnikami

środowiskowymi. Badania regulacji aktywności 
AOX in vivo są nieliczne [10, 75, 93,109, 115] i trud
ne do realizacji (ze względu na ograniczenia kontro
lowanych modyfikacji reakcji zachodzących w 
łańcuchu oddechowym w nienaruszonej tkance). 
Perspektywa poznania mechanizmu regulacji AOX 
in vivo wiąże się obecnie z coraz częstszym otrzymy
waniem roślin transgenicznych o zróżnicowanym 
stężeniu białka AOX w komórkach.
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Mechanizmy przeciwresorpcyjnego działania bis- 
fosfonianów w chorobach układu kostnego 

Mechanisms of antiresorptive action of bisphosphonates 
in bone diseases

EWA BAŁCZEWSKA1, PIOTR BAŁCZEWSKI2

Spis treści:

I. Wprowadzenie
II. Proces przebudowy kości
III. Mechanizm fizyko-chemicznego działania bisfosfonia- 

nów
IV. Mechanizmy bezpośredniego działania bisfosfonianów
V. Mechanizmy pośredniego działania bisfosfonianów
VI. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrótów: BP — bisfosfonian; COX — 
2-cyklooksygenaza 2; CMTC — chemicznie modyfikowana te
tracyklina; CT — kalcytonina; FPP — famezylodifosforan; 
GGPP — geranylogeranylodifosforan; GM — CFU — szereg 
granulocytamo — makrofagowy; hGH — ludzki hormon wzro
stu; IFNy — interferon y; IGF, — insulinopodobny czynnik 
wzrostu 1; IL-1, IL-6, IL-11, IL-17 — interleukiny 1,6, 11 i 17; 
IPP — izopentenylodifosforan; LT — leukotrien; MMP-1, 
MMP-2 — metaloproteinazy 1 i 2; MT — MMP — metaloprote- 
inaza typu membranowego; OB — osteoblast; OC — osteoklast; 
ODF — osteoklastyczny czynnik różnicujący; l,25-(OH)2D3 — 
1,25-dihydroksywitamina D3; OPG — osteprotegeryna; PGE2
— prostaglandyna E2; PTH — parathormon; PTHrp — białko 
pokrewne parathormonowi; RANK — transmembranowy re
ceptor na prekursorowych komórkach osteoklastycznych; 
RANKL — transmembranowy ligand na osteoblastycznych ko
mórkach zrębu; T3, T4 — hormony tarczycy; TC — tetracyklina; 
TGFa i TGFp — transformujące czynniki wzrostu a  i (3; TIMP
— tkankowy inhibitor metaloproteinazy; TNF — czynnik mar
twicy nowotworów.

I. Wprowadzenie

Bisfosfoniany (Ryc. 1 ,1) są syntetycznymi analo
gami fizjologicznie występujących pirofosforanów
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(Ryc. l, II). Struktura chemiczna bisfosfonianów 
znana jest od roku 1865 [1], ale pierwsza koncepcja 
użycia ich jako inhibitorów resorpcji kości powstała 
w laboratorium H e r b e r t a  F l e i s c h a  w 1968 
roku [2].

Bisfosfoniany (BP) zawierają dwa ugrupowania 
fosfonianowe połączone z tym samym, centralnym 
atomem węgla, tworząc strukturę P-C-P. Dla podkre
ślenia tego faktu stosuje się też nazwę geminalne bis
fosfoniany lub metylenobisfosfoniany. Każde z 
ugrupowań fosfonianowych zawiera tetrakoordyna- 
cyjny atom fosforu oraz jedno pojedyncze wiązanie 
fosfor-węgiel, dwa pojedyncze wiązania fosfor-tlen 
oraz jedno podwójne wiązanie fosfor-tlen. Zgodnie z 
obowiązującą nomenklaturą chemiczną należy za
niechać stosowania nieprawidłowego nazewnictwa: 
bifosfoniany, difosfoniany oraz dwufosfoniany. Bis
fosfoniany są pochodnymi dość mocnego kwasu me- 
tylenobisfosfonowego. Kliniczne zastosowanie mają 
jego sole disodowe. Ich struktura, właściwości i 
działanie zostały opisane szerzej w innej pracy 
przeglądowej [3]. Obecnie znanych jest około 2500 
struktur bisfosfonianowych (baza związków i reakcji 
chemicznych Beilstein Cross Fire do 11,2000), z któ
rych klodronian, etidronian, pamidronian, alendro- 
nian, tiludronian oraz najnowszej generacji rizedro- 
nian i ibandronian (sole disodowe) znalazły zastoso
wanie jako leki. Co najmniej jeden z siedmiu wymie
nionych leków bisfosfonianowych jest dopuszczony 
do sprzedaży przynajmniej w jednym z 80 państw
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świata [2]. Natomiast neridronian, olpadronian, in- przez fosfatazy w przewodzie pokarmowym i unie-
kadronian i zoledronian są na etapie zaawansowa- możliwiało podawanie ich drogą dojelitową. Podob
nych badań klinicznych [2, 4]. nie jak pirofosforany, bisfosfoniany zapobiegały do-

R 1 = OH; R2 = C H j (etidronian)

R 1 = OH; R2 = (CH2)2NH 2 (pamidronian) 

R 1 = OH; R2 = (CH2)3N H 2 (alendronian)

R 1 = OH; R2 = CH 2—' (rizedronian)

R 1 = OH; R2 = CH 2-N / | (zoledronian) 
^=N

R 1 = H; R2 = S— C^H^t-p-Cl (tiludronian) 

R '= C 1 ; R2 = C1 (klodronian)

W strukturze bisfosfonianów można wyróżnić 
charakterystyczne fragmenty odpowiedzialne za 
swoistą aktywność biologiczną. Dwa ugrupowania 
oksyanionowe są odpowiedzialne za silne wiązania 
bisfosfonianów z kationami metali, w tym głównie 
wapnia, co powoduje, że miejscem selektywnej ku
mulacji bisfosfonianów są hydroksyapatyty tkanki 
kostnej. Grupa hydroksylowa R 1=OH przy atomie 
węgla C 1 wzmacnia wiązanie bisfosfonianów z jona
mi wapnia poprzez wiązania trójzębne. Drugi z pod
stawników R2 stanowi łańcuch węglowy (1-3 ato
mów węgla) zakończony atomem azotu grupy ami
nowej lub pierścienia heterocyklicznego (jak pirydy
na w rizedronianie lub imidazol w zoledronianie) [3]. 
Podstawnik R2 jest w decydującym stopniu odpowie
dzialny za właściwości i aktywność biologiczną. Na 
przykład, antyresorpcyjna aktywność zoledronianu 
jest 10000 razy większa, alendronianu 1000 razy, pa- 
midronianu 100 razy, a klodronianu 10 razy większa 
in vivo i in vitro, niż historycznie pierwszego zsynte- 
zowanego etidronianu [2, 4]. Jedynie klodronian i ti
ludronian nie mają ani grupy hydroksylowej ani 
łańcucha węglowego przy centralnym atomie węgla 
C l, a etidronian zamiast dłuższego łańcucha węglo
wego R2 ma grupę metylową [3]. Klodronian, tilu
dronian i etidronian zaliczane są do grupy fosfonia- 
nów o słabszej aktywności przeciwresorpcyjnej.

Wiązanie P-C-P jest odporne na chemiczną i enzy
matyczną hydrolizę oraz na działanie bardzo wielu 
reagentów chemicznych. Fakt ten legł u podstaw 
koncepcji zastosowania bisfosfonianów, początko
wo jako leków zapobiegających procesom wapnienia 
tkanek miękkich, zamiast pirofosforanów, których 
labilne wiązanie P-O-P było łatwo hydrolizowane

Ryc. 1. Bisfosfoniany (I) jako węglo
we analogi naturalnych piro
fosforanów (II).

świadczalnie wywołanym zwapnieniom naczyń 
krwionośnych, nerek i serca, zmniejszały akumula
cję cholesterolu, elastyny i kolagenu, a także, w wię
kszym stężeniu, hamowały proces mineralizacji ko
ści, chrząstki i zębiny, co niekiedy mogło być efek
tem niekorzystnym [2, 5, 6]. Głównym ich działa
niem jest jednak hamowanie resorpcji kości i dlatego 
bisfosfoniany znalazły zastosowanie w leczeniu 
choroby Pageta, osteoporoz (głównie post i perime- 
nopauzalnej), szpiczaka, osteolitycznej hiperkalce- 
mii w przebiegu chorób nowotworowych, nowotwo
rowych przerzutów do kości, pierwotnej nadczynno
ści przytarczyc, a także reumatoidalnego zapalenia 
stawów, w którym stosowane sąjako środki przeciw
zapalne [2,4-18]. Uważa się, że bisfosfoniany należą 
do grupy leków bezpiecznych, gdyż nie wykryto do
tychczas ich interakcji z innymi lekami, a wszystkie 
testy na ich działanie teratogenne, mitogenne i kan
cerogenne wypadły ujemnie [6]. Mechanizm działa
nia stosowanych dotychczas leków bisfosfoniano- 
wych jest złożony i nie do końca poznany, zwłaszcza 
na poziomie molekularnym. Niniejszy artykuł przed
stawia najnowsze poglądy na ten temat w oparciu o 
piśmiennictwo z lat 1966-2000.

II. Proces przebudowy kości

Przedstawienie mechanizmów działania bisfosfo
nianów [19-57] wymaga krótkiego omówienia pro
cesów przebudowy kości, czynników oddziaływu
jących na osteoklasty i osteoblasty, czyli komórki, 
które odgrywają w tej przebudowie zasadniczą rolę 
oraz sposobu komunikowania się osteoblastów z 
osteoklastami.
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Szkielet ludzki obok funkcji podporowej stanowi 
rezerwuar wapnia i dostarcza go w takiej ilości do 
krwi, aby jego stężenie w osoczu utrzymywało się w 
prawidłowych granicach 90-106 mg/L [6]. U trzym a
nie wartości tego stężenia umożliwia stała, regulo
wana potrzebami przebudowa kości, która składa się 
z dwóch przeciwstawnych procesów: osteoklastycz- 
nej resorpcji kości —  procesu, w którym wapń uwal
niany jest do krwioobiegu i osteoblastycznego two
rzenia kości —  procesu wiążącego wapń w kości [6]. 
W homeostazie wapniowej, oprócz kości istotną rolę 
odgrywają jelita i nerki, gdzie odbywa się w chłania
nie i wydalanie wapnia. Cykl przebudowy kości zbi
tej (korowej) u zdrowego człowieka wynosi 100 dni. 
Cykl przebudowy kości beleczkowej (gąbczastej), 
stanowiącej 20% masy kości, wynosi 200 dni. W 
skład kości wchodzą składniki nieorganiczne, które 
stanowią 65% [w tym 95% to hydroksyapatyty —  
3Ca3(P 0 4)2-Ca(0H )2] oraz składniki organiczne sta
nowiące 35% masy kości (w tym 93% to macierz 
kostna poprzeplatana włóknami kolagenu typu I, 5% 
stanowią białka niekolagenowe i proteoglikany, a 
2% składniki komórkowe —  osteoblasty, osteokla- 
sty i osteocyty [6]).

Osteoblasty są małymi (20-30 mikrometrów), jed- 
nojądrowymi komórkami, odpowiedzialnymi za pro
ces osteogenezy kości. Czynnikami stymulującymi 
wywodzące się z komórek zrębu preosteoblasty, 
wczesne osteoblasty jak  i ich dojrzałe formy są 
TGFP; PTH; T3, T4; PGE2 (w stężeniach rzędu 
10"9- 10 '7 mol/L), aktywne metabolity 1,25-dihydro- 
ksy-witaminy D3, hGH, IGF-1, estrogeny (Ryc. 2). 
Pobudzone osteoblasty wydzielają składniki niezmi- 
neralizowanej macierzy kostnej (osteoid), takie jak 
tropokolagen, proteoglikany, białka niekolagenowe 
(osteonektynę, osteokalcynę, osteopontynę), morfo- 
genetyczne białka kości oraz enzymy (np. fosfatazę 
zasadową, kolagenazę, aktywator plazminogenu). 
Na skutek odkładania się fosforanu wapnia, osteoid 
ulega w ciągu 5-10 dni mineralizacji, a osteoblasty 
ulegają zatopieniu w wyprodukowanym przez siebie 
osteoidzie i przekształcają się w osteocyt.

Osteoklasty są dużymi wielojądrowymi kom órka
mi wywodzącymi się z hematopoetycznych, prekur- 
sorowych komórek szeregu granulocytarno-makro- 
fagowego GM-CFU, odpowiedzialnymi za resorpcję 
kości. Mają pomarszczoną, grzebieniową po
wierzchnię tworzącą liczne wypustki, które ściśle 
przylegają do powierzchni resorbowanej kości. Rola 
integryn w procesie adhezji i migracji tych komórek 
została omówiona w innym artykule przeglądowym 
[58]. Pojedynczy osteoklast niszczy kość tworząc 
pod sobą wyżłobienie (zatoka Howshipa), do odbu

dowy którego wymagana jest obecność około 150 
aktywnych osteoblastów. Osteoklasty są pobudzane 
przez interleukiny: IL-1, IL-6 i IL -11; TGFa, TNF, 
LT, PTH i PTHrp oraz przez ostatnio odkrytą inter- 
leukinę IL-17, która indukuje ekspresję mRNA oste- 
oklastycznego czynnika różnicującego (ODF). ODF 
jest białkiem związanym z błoną komórkową oste
oblastów. Białko to przekazuje sygnały prekursorom 
osteoklastów, aby te przekształcały się w dojrzałe 
osteoklasty. Ponadto IL -17 zwiększa zależną od 
COX-2 syntezę PGE2 [60], Osteoklasty są hamowa
ne przez kalcytoninę (CT), estrogeny, TGFp, PGE2, 
IFNy. Innym ważnym supresorem tworzenia i aktyw
ności dojrzałych osteoklastów, a także inhibitorem 
proliferacji osteoblastów jest tlenek azotu (NO) w 
wysokich stężeniach, indukowanych przez prozapal- 
ne cytokiny IFNy, TNF i IL-1. Natomiast w niskich 
stężeniach tlenek azotu stymuluje namnażanie oste
oblastów. Ważnym czynnikiem skomplikowanego 
procesu komunikowania się osteoblastu z osteokla- 
stem jest IL-6, która wydzielona przez pobudzone 
osteoblasty daje sygnał osteoklastom do rozpoczęcia 
procesu resorpcji. Pobudzone osteoklasty urucha
miają pompę protonową, która wydziela jony wodo
rowe silnie zakwaszające mikrośrodowisko pod ko
mórką i tym samym inicjuje rozpuszczanie się hy- 
droksyapatytu. Wzrost stężenia jonów wapnia i 
dalszy spadek pH powodują, że osteoklast odrywa 
się od zresorbowanej kości, migruje do czystej 
strefy i będąc częściowo tylko przytwierdzonym 
do powierzchni kości zostawia za sobą, w drodze 
do nowego miejsca, powierzchniowo wytrawioną 
tzw. ślimaczą ścieżkę („snail trach") [4]. Część or
ganiczna macierzy kostnej pod osteoklastem jest 
trawiona przez zaktywowane proteazy, fosfatazę 
kwaśną i inne enzymy lizosomalne. Dokładniejsze 
informacje dotyczące fizjologicznej i patologicz
nej przebudowy kości i jej regulatorów można zna
leźć w literaturze monograficznej, np. [6, 7].

Ostatnie znaczące osiągnięcia w zrozumieniu mo
lekularnego mechanizmu wzajemnego oddziaływa
nia pomiędzy osteoblastycznymi komórkami zrębu i 
hematopoetycznymi prekursorami komórek oste- 
oklastycznych to: 1) odkrycie osteoprotegeryny 
(OPG), naturalnie występującego białka o silnej ak
tywności pobudzającej osteoklastogenezę, 2) wyizo
lowanie transmembranowego ligandu RANKL znaj
dującego się na osteoblastycznych komórkach zrębu, 
który wiąże się z transmembranowym receptorem 
RANK na prekursorowych komórkach osteokla- 
stycznych [13]. Oddziaływanie RANK/RANKL ini
cjuje proces sygnalizacji i kaskadę ekspresji geno
wej, która kończy się zróżnicowaniem i dojrzewa
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niem prekursorowych komórek osteoklastycznych 
do aktywnych osteoklastów, zdolnych do resorpcji 
kości. OPG działa jako receptor pułapkowy. Łącząc 
się z ligandem RANKL, OPG blokuje możliwość 
oddziaływania z receptorem RANK, hamując w ten 
sposób rozwój osteoklastów. Hormony kalcytropo- 
we (PTH, witamina D3), PGE2 i cytokiny (IL -11), 
pobudzają osteoklastogenezę poprzez dwoiste od
działywania hamujące produkcję OPG i pobudzające 
produkcję RANKL. Estrogeny hamują produkcję 
RANKL, a tym samym stymulowaną przez RANKL 
osteoklastogenezę. Nie jest do końca jasna różnica 
pomiędzy białkami ODF i RANKL Odkrycie OPG 
oraz oddziaływań RAN K/RAN KL/OPG doprowa
dziło do pierwszych badań klinicznych OPG jako 
leku przeciw osteoporozie. Brak jest na razie badań 
dotyczących roli, jaką bisfosfoniany mogą odgrywać 
w opisanym mechanizmie.

III. Mechanizmy fizykochemicznego 
działania bisfosfonianów

Podstawą uznania fizykochemicznych mechani
zmów działania bisfosfonianów [4, 18, 38, 51, 56] 
była obserwacja, że podobnie jak  pirofosforany 
(Ryc. 1, II), bisfosfoniany (Ryc. 1 ,1) cechuje in vitro 
wysokie powinowactwo do jonów wapnia. Powoduje 
to, że bisfosfoniany silnie wiążą się z powierzchnią 
kryształów fosforanu wapnia, stanowiących główny 
składnik naturalnych hydroksyapatytów, hamując 
dalsze tworzenie tych kryształów poprzez zabloko
wanie aktywnych centrów krystalizacji. W wyniku 
tego procesu bisfosfoniany hamują agregację i prze
kształcanie się bezpostaciowego fosforanu wapnia w 
krystaliczny, a także hamują rozpuszczanie się już 
utworzonych kryształów. Na tej podstawie przyjęto, 
że bisfosfoniany mogą zaporowo chronić kość przed 
“rozpuszczaniem". Omówione procesy fizykoche
miczne zachodzą w przypadku stosowania dużych 
stężeń bisfosfonianów pierwszej generacji, np. eti- 
dronianu. Odkrycie silniej działających od niego 
bisfosfonianów (alendronianu, pamidronianu i zo- 
lendronianu), stosowanych w wielokrotnie mniej
szych dawkach, musiało nasuwać przypuszczenia, że 
właściwości leczniczych tych związków nie należy 
tłumaczyć jedynie poprzez procesy fizykochemicz
ne, w których one uczestniczą [38].

IV. Mechanizmy bezpośredniego działania 
bisfosfonianów

Zakłada się, że w mechanizmach bezpośredniego 
działania bisfosfonianów wchłonięcie bisfosfonianu

przez osteoklast następuje na drodze endocytozy, co 
doprowadza do zakłócenia metabolizmu komórko
wego i apoptozy osteoklastu.

Bisfosfoniany po podaniu doustnym są u człowie
ka wchłaniane w jelicie cienkim zaledwie w kilku 
procentach (etidronian 1 -9%, klodronian 2%). Z tego 
20-50% (etidronian) jest odkładane w kości, a pozo
stała część jest wydalana z moczem w postaci nie
zmienionej [6,28]. Można je  również podawać we 
wlewach kroplowych dożylnych. Okres półtrwania 
krążących bisfosfonianów jest bardzo krótki, rzędu 
kilku minut. Badania izotopowe wykazały, że bisfos
foniany lokują się selektywnie pod osteoklastem [21, 
43] i łączą się z jonami wapnia hydroksyapatytu. Od
działywania bisfosfonianów i jonów wapnia były 
przedmiotem obliczeń ab initio ( na przykładzie klo- 
dronianu), które posłużyły dalej do opracowania 
map potencjału elektrostatycznego tych oddziały
wań, pomocnych przy konstruowaniu nowych, efek
tywnie działających bisfosfonianów [47].

W czasie procesu przebudowy kości bisfosfonian 
zostaje zatopiony w osteoidzie, poprawiając po mi
neralizacji biomechaniczne właściwości szkieletu 
[61]. Stwierdzono, że niskie dawki aminopodstawio- 
nych preparatów bisfosfonianowych mogą specy
ficznie hamować dostęp komórek prekursorowych 
osteoklastów do zmineralizowanej wcześniej macie
rzy kostnej [24]. W badaniach onkologicznych zaob
serwowano, że bisfosfoniany hamują adhezję prze
rzutowych komórek nowotworowych raka piersi i 
prostaty, zarówno do zmineralizowanej jak i niezmi- 
neralizowanej macierzy kostnej [14]. W procesie re
sorpcji kości, po zakwaszeniu mikrośrodowiska pod 
osteoklastem przez pompy protonowe, stężenie bis
fosfonianów w tym miejscu wzrasta, w wyniku czę
ściowego ich uwalniania wraz ze zresorbowaną tkan
ka kostną. Z przestrzeni pod osteoklastem bisfosfo
niany są dalej wchłaniane w procesie endocytozy do 
osteoklastu, którego aktywność resorpcyjna spada 
lub wręcz zanika (Ryc. 2). Obliczono, że w warun
kach in vitro stężenie alendronianu w przestrzeni re- 
sorpcyjnej pod osteoklastem myszy i kurczaka, wy
nosi 0.1-1 mM przy pH=3.5 i uwolnieniu z kości 
około 50% ilości tego bisfosfonianu [21]. Bisfosfo
niany wchłonięte przez osteoklasty wywołują zmia
ny metaboliczne oraz zmiany kształtu osteoklastu, 
które najprawdopodobniej mogą się również doko
nywać wskutek zewnątrzkomórkowego oddziaływa
nia bisfosfonianu z osteoklastem. Pomarszczona, 
grzebieniowa struktura osteoklastu, zwłaszcza w 
części kontaktowej z powierzchnią kości (Ryc. 2) 
jest niezwykle ważna dla zachowania pełnej aktyw
ności osteoklastu i utrata tej struktury wskutek
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działania bisfosfonianów uniemożliwia adhezję 
osteoklastu do macierzy kostnej oraz wytworzenie 
szczelnych przestrzeni resorpcyjnych, w których

©  - stymulacja 

Q  - hamowanie 

BP - hisfosfonian 

OB - ostcoblust 

OC - osteoklast

U)(T) - wysokie, niskie stężenia 
(S) - krótki c /as (5-7 min)

( L) - długi e /a s (12-24 god/)

Ryc. 2. Modulatory funkcji i komunikacji osteoblastu (OB) i osteoklastu

działająjony wodorowe i enzymy. Najprawdopodob
niej, przyczyną utraty pomarszczonej struktury ko
mórkowej jest dysfunkcja małych sygnalizacyjnych 
białek Rac i Rho z rodziny GTP-az, które są odpo
wiedzialne m.in. za adhezję, ruchy, zmiany m orfolo
giczne komórek i ich apoptozę [26,62]. W szczegól
ności stwierdzono, że białko Rac wywiera działanie 
regulujące na czynnik wzrostu, który jest bezpośred
nio odpowiedzialny za kształt błony cytoplazma- 
tycznej osteoklastu [63]. W badaniach zresorbowa- 
nej powierzchni kości przez izolowane mysie oste- 
oklasty z użyciem skaningowego mikroskopu elek
tronowego wykazano znaczenie subtelnego od
działywania bisfosfonianów na zmianę kształtu 
błony cytoplazmatycznej osteoklastu [49]. Inne ba
dania podkreślają istotny udział bisfosfonianów w 
więcej niż jednym etapie procesu dojrzewania oste- 
oklastów [48]. Dotyczy to aktywnych bisfosfonia
nów zawierających w łańcuchu bocznym atom azotu 
(np. alendronian, ibandronian, rizedronian), które 
nie są metabolizowane przez osteoklasty. W odróż
nieniu od nich grupa mniej aktywnych bisfosfonia
nów (klodronian, etidronian) —  nie zawierających 
atomu azotu w łańcuchu bocznym i przez to najbar
dziej przypominających fizjologiczne pirofosforany 
— ulega metabolizowaniu przez osteoklasty {patrz 
niżej).

Istotne znaczenie w postępie badań mechanizmów 
działania bisfosfonianów miało stwierdzenie, że te 
bisfosfoniany, które zawierają atom azotu są inhibi

torami enzymów szlaku mewalonowego odpowie
dzialnego m.in. za produkcję izopentenylodifosfora- 
nu (IPP), farnezylodifosforanu (FPP), geranylogera- 
nylodifosforanu (GGPP), a także skwalenu i steroli 
(cholesterolu) [4, 20, 26, 27, 32, 34, 35]. Zarówno 
FPP jak  i GGPP są konieczne dla prenylowania 
białek Rac, Rho, a także Ras, co warunkuje ich pra
widłową funkcję. Bisfosfoniany zawierające atom 
azotu hamują syntezę FPP i GGPP —  najprawdopo
dobniej poprzez hamowanie enzymów wymaganych 
w syntezie obu tych metabolitów szlaku mewalono
wego i osłabiają przez to mechanizm prenylowania 
wymienionych białek. Utrata funkcji przez geranylo- 
geranylowane białka w osteoklastach ma poważniej
sze konsekwencje niż utrata funkcji przez farnezylo- 
wane białka, gdyż wiadomo, że geranylogeranylo- 
wane Rac, Rho jak i Rab są w większym stopniu od
powiedzialne za tworzenie, funkcje i kształt błony 
komórkowej osteoklastów. Bisfosfoniany od- 
działywują na enzymy szlaku mewalonowego, takie 
jak izomerazy IPP, syntazy FPP, GGPP i skwalenu, w 
różnym stopniu. Na przykład, ibandronian jest sil
niejszym inhibitorem syntazy skwalenu niż alendro
nian i pamidronian, ale pomimo to, te dwa ostatnie 
bisfosfoniany zachowują zdolność do blokowania 
syntezy steroli poprzez blokowanie innych enzymów 
szlaku niż syntaza skwalenu. Może to świadczyć o
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tym, że te bisfosfoniany są substratowymi analogami 
izoprenoidowych difosforanów [64]. Ostatnie donie
sienia wskazują, że bisfosfoniany słabiej od- 
działywują na prenylowane transferazy niż izomera- 
zy i syntazy [65]. Mogą również, poprzez hamowa
nie prenylowania białek indukować apoptozę zarów
no osteoklastów jak i makrofagów (np. J774), 
powiązanych wspólnymi prekursorami komórkowy
mi. Stąd często efekt wywierany przez bisfosfoniany 
na makrofagi jest porównywany z efektem wywiera
nym na osteoklasty [52]. Indukcja apoptozy makro
fagów przez bisfosfoniany jest przynajmniej w czę
ści odpowiedzialna za ich właściwości przeciwza
palne [41]. Bisfosfoniany redukują również aktyw
ność innych enzymów np. fosfatazy kwaśnej [54], 
enzymów lizosomalnych [66, 67], p-glukuronidazy 
[22], wakuolarnych H+ ATP-az w osteoklastach [68, 
69].

W odróżnieniu od bisfosfonianów zawierających 
atom azotu, klodronian, etidronian i tiludronian są 
metabolizowane do 5’-(P,y-dichloromethyleno, hy- 
droksyetylideno i /?-chlorofenylo-tiometyleno) tri- 
fosforanów adenozyny (Ryc. 3, III-V), które są nie 
ulegającymi hydrolizie analogami trifosforanu ade
nozyny [27, 32].

Akumulacja w osteoklastach wyżej wymienio
nych toksycznych metabolitów bisfosfonianów ogra
nicza żywotność komórek i powoduje w konsekwen
cji ich apoptozę.

Jednym z pierwszych obiektów modelowych uży
tych do badań metabolizmu bisfosfonianów była 
ameba Dictyostelium discoideum  [45, 46, 70, 71]. 
Organizm ten oraz inne komórki jak np. makrofagi 
J774 i komórki kostniakomięsaka MG63, metaboli
zowały klodronian do tego samego nie ulegającego 
hydrolizie metabolitu (Ryc.3, III) [71]. Potwierdze
nie działania metabolitu III uzyskano, zamykając go 
w liposomach i wprowadzając drogą fagocytozy do 
makrofaga J774. Metabolit III powodował te same 
biochemiczne zmiany w tej komórce, co wolny meta
bolit wprowadzony na tej samej drodze. Stwierdzo
no, że wbudowywanie bisfosfonianów w struktury 
5 ’-trifosforanów adenozyny zachodzi przy udziale 
rodziny syntetaz aminoacylo-t-RNA, które mogą 
wykorzystywać bisfosfoniany w miejsce pirofosfo- 
ranów dzięki analogiom strukturalnym [72].

V. Mechanizm pośredniego działania bis
fosfonianów

Stwierdzono, że w odróżnieniu od bezpośrednie
go działania na osteoklasty, bisfosfoniany od- 
działywują również na te komórki w sposób pośred

ni, poprzez stymulację osteoblastów (w stężeniach 
rzędu 10‘9 mol/L, in vitro) do produkcji czynnika 
białkowego o niskiej masie cząsteczkowej 
(<10kDa), który jest inhibitorem resorpcyjnej ak
tywności osteoklastu [73-76]. Mechanizm ten jest 
mało poznany.

Inny mechanizm pośredni jest związany z 
wpływem bisfosfonianów na hamowanie przez oste- 
oblasty produkcji IL-6, która przekazuje osteokla- 
stom sygnał do rozpoczęcia resorpcji. Stwierdzono, 
że w obecności etidronianu w stężeniu rzędu 10'4 
mol/L, produkcja IL-6 przez komórki osteoblastopo- 
dobne stanowiła 58% produkcji IL-6 przez nowo
tworowe komórki kostniakomięsaka MG63 uznanej 
za poziom odniesienia. Dla porównania 17 (3-estra- 
diol nie miał wpływu na intensywność wydzielania 
IL-6 przez komórki osteoblastopodobne [77]. Rów
nież pamidronian (w 40%) i zoledronian (w 60%) po
wodowały zahamowanie produkcji IL-6 stymulowa
nej przez IL-lp i metaloproteinazy MMP-1, uczest
niczącej w mechanizmie inicjowania resorpcji kości 
[78]. Aktywności ludzkiej kolagenazy MMP-1 typu 
fibroblastycznego (ICso^lóO pM), a także kolagena
zy zrębu z ekstraktu torbieli ludzkiej szczęki były też 
hamowane, in vitro, przez klodronian [79]. Oba bis
fosfoniany (pamidronian i zoledronian) użyte w wię
kszym stężeniu powodowały apoptozę komórek 
szpiku oraz komórek nowotworowych szpiczaka 
mnogiego. Niekorzystnym efektem działania tych 
bisfosfonianów, a zwłaszcza zoledronianu była pod
wyższona produkcja przez komórki podścieliska, 
metaloproteinazy MMP-2, odpowiedzialnej nie tyl
ko za procesy resorpcyjne kości, ale także za procesy 
przerzutowe komórek nowotworowych. Zatem bis
fosfoniany zwłaszcza w przypadku toczących się 
procesów nowotworowych musiały być łączone z in
hibitorami tych metaloproteinaz np. z przeciwbakte- 
ryjnymi tetracyklinami (TC) lub modyfikowanymi 
chemicznie tetracyklinami (CMTC), które nie mają 
właściwości przeciwbakteryjnych [80-82]. W prze
biegu chorób nowotworowych, równowaga pomię
dzy MMP produkowanymi przez osteoklasty i oste- 
oblasty może być naruszona przez TGFp, który indu
kuje zmienną ekspresję nie tylko MMP macierzy, ale 
także ich inhibitorów tkankowych TIMP, produko
wanych przez komórki nowotworowe [83]. Przy oka
zji warto odnotować fakt, że w komórkach osteokla
stów odkryto MMP typu membranowego (MT- 
MMP), będące podklasą rodziny MMP i odgry
wające znaczną rolę w mechanizmie adhezji oste
oklastów do powierzchni kości i ich aktywności mi
gracyjnej [84, 85]. Z uwagi na powyższe funkcje me
taloproteinaz, należy domyślać się znacznego na nie
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wpływu bisfosfonianów, choć brak jest jeszcze do
niesień na ten temat.

VI. Podsumowanie

Bisfosfoniany są syntetycznymi i enzymatycznie 
trwałymi analogami naturalnych pirofosforanów. 
Obie grupy połączeń charakteryzują się wspólnymi 
cechami, takimi jak  niska wchłanialność jelitowa, 
wysoka akumulacja w tkance kostnej, aktywność 
przeciwresorpcyjna. Każdy z bisfosfonianów ma in
dywidualną charakterystykę i prawdopodobnie swo
isty mechanizm działania. Dotychczas największe 
różnice ujawniły się pomiędzy bisfosfonianami nie 
zawierającymi w bocznym łańcuchu węglowym, R2, 
atomu azotu i jednocześnie najbardziej przypomi
nającymi pirofosforany (etidronian, klodronian, tilu-

4. Hamowanie adhezji prekursorów osteokla- 
stów i komórek nowotworowych do tkanki kostnej.

5. Osłabienie aktywności biochemicznej 
osteoklastu poprzez akumulację w cytosolu bisfos
fonianów i ich toksycznych, nie ulegających hydro
lizie metabolitów ATP-(Ryc. 3, III-Y ).

6. Ograniczenie liczby osteoklastów w wyni
ku apoptozy.

7. Niekorzystne zmiany morfologiczne oste
oklastu, a w szczególności utrata jego pomarszczo
nej, grzebieniowej struktury, która umożliwia aktyw
ność resorpcyjną tej komórki.

8. Hamowanie aktywności enzymów szlaku 
mewalonowego, proteaz, fosfatazy kwaśnej i innych 
enzymów lizosomalnych degradujących kość.

9. Stymulowanie osteoblastu do produkcji in
hibitorów osteoklastu.

dronian) a bisfosfonianami zawierającymi atom azo
tu (pamidronian, alendronian, rizedronian i inne) o 
wyższej aktywności biologicznej. Z uwagi na różne 
oddziaływania modulatorów resorpcji kości na oste- 
oklasty, działanie bisfosfonianów można klasyfiko
wać jako bezpośrednie i, dotychczas mniej rozpozna
ne, pośrednie z udziałem osteoblastów. Mechanizm 
działania fizykochemicznego ogranicza się do nie
organicznego (mineralnego) składnika tkanki kost
nej. Reasumując, obecnie poznane mechanizmy 
przeciwresorpcyjnego (a także przeciwzapalnego i 
przeciwnowotworowego) działania bisfosfonianów, 
obejmują następujące procesy:

1. Hamowanie rozpuszczania kryształów fos
foranu wapnia w hydroksyapatytach. Obniżenie stę
żenia jonów wapnia pod osteoklastem i hamowanie 
szybkości jego migracji do kolejnych miejsc resorp
cji.

2. Hamowanie tworzenia i dojrzewania oste
oklastu.

3. Hamowanie dostępu prekursorów oste
oklastu do tkanki kostnej.

Ryc. 3. Toksyczne dla osteoklastu metabolity 
klodronianu (III), etidronianu (IV) i 
tiludronianu (V).

Omawiając aktualne poglądy na temat mechani
zmów działania bisfosfonianów, trudno nie wspo
mnieć o skuteczności działania leków bisfosfoniano- 
wych różnej generacji, w leczeniu osteoporozy, która 
w 1997 roku została uznana przez WHO za chorobę 
cywilizacyjną. Otóż, 2-letnie doustne stosowanie 
najstarszego bisfosfonianu —  etidronianu disodowe- 
go, w relatywnie dużych dawkach, tj. 400 mg dzien
nie przez 2 tygodnie z 12 tygodniową przerwą ( duże 
dawki ujemnie wpływają na proces mineralizacji 
tkanki kostnej i w związku z tym konieczna jest su- 
plementacja wapnia), przynosi efekt leczniczy w po
staci 2.5% zwiększenia gęstości masy kostnej krę
gosłupa w odcinku lędźwiowym. Po wprowadzeniu 
do leczenia preparatów aminobisfosfonianowych 
(pamidronian, alendronian, rizedronian), które nie 
upośledzają mineralizacji tkanki kostnej, osiąga się 
lepsze efekty w odbudowie kości przy mniejszych 
dawkach dobowych. Na przykład, w ciągu 2 lat sto
sowania pamidronianu w dawce 150 mg dziennie, 
gęstość masy kostnej lędźwiowego odcinka krę
gosłupa u osób badanych wzrosła aż o 6.5% [7]. Uzy
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skano w ten sposób lepsze właściwości biomecha- 
niczne kości przy jej prawidłowym obrazie w bada
niach histologicznych i zmniejszenie liczby mi- 
krozłamań, co ma ogromne znaczenie w aspekcie 
stale zwiększającej się liczby chorych na osteoporo
zę (w USA, Europie i Japonii ocenia się ich liczbę na 
ok. 80 min.).

Warto podkreślić, że stały postęp w odkrywaniu 
nowych mechanizmów działania bisfosfonianów 
daje szansę wielu pacjentom i lekarzom na skutecz
niejszą walkę nie tylko z osteoporozą, ale i innymi 
chorobami układu kostnego.
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Sprawozdanie z XVII zwyczajnego Walnego Zebrania 
członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

XVII Walne Zebranie członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbyło się w trakcie trwania 
XXXVII Zjazdu Towarzystwa w dniu 12 września 2001 r. w Auli Wydz. Nauk Ekonomicznych Uniwersytetu 
M. Kopernika w Toruniu. O terminie i programie zebrania Zarząd Główny poinformował członków PTBioch na 
łamach swojej strony internetowej oraz za pomocą e-mailowej listy adresowej. Ponadto karty wstępu 
zawierające porządek obrad oraz będące jednocześnie mandatami wyborczymi rozdawano uczestnikom Zjazdu 
będącymi członkami Towarzystwa w recepcji od dnia 10 września br.

W pierwszym z wyznaczonych terminów rozpoczęcia Zebrania nie osiągnięto quorum, dlatego też Zebranie 
rozpoczęło się w drugim terminie o godz. 19:30. W zebraniu uczestniczyło 71 zwyczajnych członków 
Towarzystwa.

Zebranych powitał kol. M. Komoszyński, Przewodniczący Oddziału Toruńskiego PTBioch. Na wstępie 
zaapelował do uczestników Zebrania o zaopiniowanie stanowiska środowiska biochemików wobec „Ustawy o 
genetycznie modyfikowanych organizmach” uchwalonej w czerwcu br. O przedstawienie zastrzeżeń 
dotyczących Ustawy poproszono kol. T. Twardowskiego.

W krótkim wystąpieniu kol. Twardowski omówił zagrożenia dla prowadzenia badań nad genetycznie 
modyfikowanymi organizmami (GMO), które pojawią się w momencie wejścia w życie Ustawy. Przedstawił 
też dwie, różniące się ostrością sformułowań, wersje rezolucji w tej sprawie. Powielone kopie obu rezolucji 
rozdano uczestnikom Zebrania, zaś dyskusję nad nimi przełożono na czas przerwy w obradach.

Kol. Komoszyński zaproponował wybór kol. S. Angielskiego na Przewodniczącego Zebrania. W jawnym 
głosowaniu jednogłośnie zaaprobowano tę kandydaturę. Na wniosek kol. J. Barańskiej w podobnym 
głosowaniu wybrano kol. Annę Goc na Sekretarza Walnego Zebrania.

W imieniu Zarządu Głównego kol. Angielski zaproponował kandydatury kol. J. Kwiatkowskiej-Korczak 
oraz T. Wesołowskiej do Komisji Matki, oraz A. Jarmołowskiego i B. Grzelakowskiej-Sztabert do Komisji 
Wniosków. Wobec braku innych kandydatur w głosowaniach jawnych, odpowiednio przy jednym głosie 
wstrzymującym się i jednogłośnie, uchwalono proponowane składy obu Komisji. Do Komisji Skrutacyjnej 
kol. Barańska zaproponowała kol. R. Zamorskiego, B. Wojczuk i B. Wieczorek, propozycję tę przyjęto 
jednogłośnie.

Również jednogłośnie przyjęto protokół poprzedniego XVI Walnego Zebrania, które odbyło się 16 września 
1998 r.

Prezes ustępującego Zarządu Głównego kol. J. Barańska przedstawiła sprawozdanie z jego działalności w 
XVI kadencji obejmującej lata 1998-2001. Na wstępie poprosiła zebranych o uczczenie minutą ciszy pamięci 
kolegów, którzy nas w tym czasie opuścili, a zwłaszcza prof. Zakrzewskiego. Przypomniała jego zasługi dla 
Towarzystwa: wieloletnie prezesowanie, zwłaszcza w trudnych latach 80-tych, udział w tworzeniu statutu i 
organizowaniu zjazdu FEBS. Pełny tekst sprawozdania z pracy Zarządu zostanie opublikowany na łamach 
„Postępów Biochemii”, poniżej zamieszczono jedynie skrót.

Ze sprawozdania można się było dowiedzieć m. in., że Towarzystwo w dniu 30 czerwca 2001 r. liczyło 1947 
członków, w tym 836 zawieszonych w prawach z powodu niepłacenia składek członkowskich. Najwyższą 
ściągalność składek odnotowano w Oddziale Szczecińskim, a najgorszą w Oddz. Warszawskim. Co roku do 
Towarzystwa wstępuje podobna liczba osób, ogółem od roku 1999 do dnia Zebrania przyjęto 220 nowych 
członków, w tym 89 studentów. Na ostatnim zebraniu Zarządu XVI kadencji w dniu 10 września 2001 r. 
ustalono wysokość składki wraz z prenumeratą Postępów Biochemii na następny rok na 70 zł dla członków 
zwyczajnych i 35 zł dla członków studentów oraz cenę prenumeraty dla osób niestowarzyszonych na 60 zł, a dla 
członków honorowych i emerytowanych na 25 zł.

Sprawozdanie obejmowało działalność wydawniczą Towarzystwa, premiowanie osiągnięć naukowych 
poprzez konkursy i nagrody, popularyzację staży naukowych fundowanych przez FEBS i dorocznych zjazdów 
tej organizacji, współorganizację dorocznych zjazdów Towarzystwa, współpracę z innymi towarzystwami 
naukowymi w kraju i europejskimi towarzystwami biochemicznymi.
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Słowa uznania skierowano pod adresem zespołu redakcyjnego „Postępów Biochemii” oraz kol. 
L. Konarskiej, redaktor naczelnej „Acta Biochimica Polonica”, która przyczyniła się do podniesienia wartości 
„impact factor” tego czasopisma do 0,75. Podziękowania za wkład pracy otrzymali członkowie komisji 
konkursowych, a zwłaszcza konkursu im. J. K. Parnasa z przewodniczącym kol. G. Bartoszem na czele.

W czasie trwania XVI kadencji odnotowano systematyczny wzrost liczby polskich uczestników zjazdów 
FEBS i w porównaniu do innych krajów członkowskich dużą liczbę polskich stypendystów FEBS. Kol. 
Barańska poinformowała zebranych o nowej możliwości uzyskania grantu FEBS na wyposażenie 
laboratorium, z której mogą skorzystać stypendyści zakończonych długoterminowych stypendiów tej 
organizacji po powrocie do macierzystego kraju. Wielkim sukcesem delegacji Towarzystwa na zjazd FEBS w 
Lizbonie w czerwcu br. jest wybór kol. M. J. Nałęcza na przewodniczącego Fellowship Committee. Polskę we 
władzach FEBS reprezentują też: kol. J. Barciszewski jako członek Advanced Courses Committee oraz 
kol. J. Barańska — członek Working Group to Explore Ways o f Improving Assistance to Central and Eastern 
European Countries, a we władzach European Federation of Biotechnology w Executive Committee kol. S. 
Bielecki. Dzięki staraniom Zarządu Wyższa Szkoła Pedagogiczna w Rzeszowie otrzymała z FEBS 3-letnią 
subskrypcję „FEBS Letters” oraz „Journal of Biochemistry”.

W mijającej kadencji odbyły się doroczne krajowe zjazdy w Olsztynie, Poznaniu i Toruniu. Towarzystwo 
posiada tez stronę internetową oraz e-mailową listę adresow ą— zapisanie się do niej gwarantuje otrzymywanie 
bieżących ogłoszeń PTBioch.

Odbywające się co dwa lata Konferencje im. Parnasa są okazją do wspólnych spotkań nie tylko biochemików 
polskich i ukraińskich, ale także członków Towarzystw Lekarskiego i Badań Układu Nerwowego. Ostatnie 
odbyło się w październiku 2000 r. we Lwowie, następne wraz z dorocznym zjazdem Towarzystwa odbędzie się 
za rok we Wrocławiu w ramach obchodów 300-lecia tamtejszego Uniwersytetu.

Kol. Barańska odczytała list członków Białoruskiego Towarzystwa Biochemicznego i pracowników 
Instytutu Biochemii Narodowej Akademii Nauk Białorusi z życzeniami dla uczestników XXXVII Zjazdu. 
Białoruscy biochemicy przekazali też polskim kolegom w darze statuetkę.

Na zakończenie ustępująca pani Prezes dziękowała za współpracę członkom Zarządu, przewodniczącym 
Oddziałów i wszystkim woluntariuszom, którzy pomagali jej w minionej kadencji.

Kol. M. Stryjecka-Zimmer przedstawiła sprawozdanie Komisji Rewizyjnej. Komisja Rewizyjna zwróciła 
uwagę na fakt, iż z powodu nieuiszczania składek przez dużą liczbę członków wpływające kwoty nie pokrywają 
wydatków związanych z działalnością biura Zarządu. Jednocześnie podkreślono dużą aktywność ustępującego 
Zarządu w zdobywaniu dodatkowych funduszy od firm produkujących odczynniki chemiczne oraz poprzez 
prowadzenie działalności wydawniczej. Zjazdy Towarzystwa są tez dofinansowywane przez KBN. Komisja 
Rewizyjna wysoko oceniła działalność Zarządu Głównego XVI kadencji od strony merytorycznej i finansowej.

W dyskusji nad sprawozdaniem skierowano szczególne słowa uznania i podziękowania dla kol. Teresy 
Wesołowskiej za wkład pracy nad redagowaniem i wydawaniem „Listów do Biochemików”. Zebrani w jawnym 
głosowaniu udzielili Zarządowi XVI kadencji absolutorium przy jednym głosie wstrzymującym się.

Kol. J. Kwiatkowska-Korczak, przewodnicząca Komisji Matki, przedstawiła zgłoszone przez poprzedni 
Zarząd Główny kandydatury kol. J. Barańskiej na prezesa i kol. L. Konarskiej na wiceprezesa Towarzystwa. 
Głosami z sali zaproponowano na stanowisko prezesa kandydatury kol. L. Konarskiej (propozycja kol. Z. Żaka) 
i kol. B.Grzelakowskiej-Sztabert (propozycja kol. W. H. Trzeciaka), jednakże obie odmówiły zgody na 
kandydowanie do tej funkcji.

Również od poprzedniego Zarządu wyszły: sugestia, żeby każdy z Oddziałów był reprezentowany we 
władzach Towarzystwa i następujące kandydatury na członków nowego Zarządu Głównego: z Warszawy 
Adama Szewczyka, Anny Dygas i Jerzego Duszyńskiego, Teresy Wesołowskiej ze Szczecina, Jana Gło
gowskiego z Olsztyna, z Wrocławia Marii Malickiej-Błaszkiewicz i Andrzeja Dżugaja, Edwarda 
Bańkowskiego z Białegostoku, z Poznania Artura Jarmołowskiego, Witolda Walerycha i Tomasza 
Twardowskiego, Marka Gniazdowskiego z Łodzi, Teresy Jakubowicz z Lublina, Iwony Żak z Katowic, z 
Krakowa Jerzego J. Silberringa, Piotra Laidlera i Zdzisława Żaka, Michała Komoszyńskiego z Torunia i 
Michała Wożniaka z Gdańska. Z sali zgłoszono kandydatury J. Popinigisa (Gdańsk) i D. Chlubka (Szczecin), 
zgodę wyraził tylko ten ostatni.

Komisja Matka zaproponowała do Komisji Rewizyjnej kol.: M. Stryjecką-Zimmer, B. Grzelakowską- 
Sztabert i J. Popingisa, który odmówił zgody na kandydowanie. Propozycję kandydowania przyjęła kol. Z. 
Szweykowska.
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W tajnych głosowaniach wzięło udział 70 osób, oddano 65-69 głosów ważnych. Zgodnie ze statutem 
Towarzystwa do Zarządu Głównego weszło 14 osób z najwyższą liczbą głosów. Na poszczególnych 
kandydatów oddano następujące ilości głosów:

Prezes: Jolanta Barańska —  57
Wiceprezes: Liliana Konarska —  66
Członkowie Zarządu Głównego: Adam Szewczyk —  63

Teresa Wesołowska — 57
Marek Gniazdowski — 56
Edward Bańkowski —  55
Michał Komoszyński —  54
Anna Dygas —  53
Maria Malicka-Błaszkiewicz —  50
Michał Woźniak —  49
Jerzy Duszyński —  47
Artur Jarmołowski —  46
Iwona Żak —  44
Teresa Jakubowicz —  43
Tomasz Twardowski —  43
Dariusz Chlubek —  40

Komisja Rewizyjna: Maria Stryjecka-Zimmer —  66
Barbara Grzelakowska-Sztabert — 67
Zofia Szweykowska — 67

Kol. Angielski pogratulował nowowybranym, życzył im owocnej pracy w nowej kadencji i podziękował za 
pracę członkom komisji wyborczych.

W dyskusji na temat działalności Towarzystwa podniesiono problem ściągalności składek. Wydaje się 
jednak, że przy obecnym systemie indywidualnego wnoszenia opłat Zarząd może jedynie apelować poprzez 
pocztę elektroniczną bezpośrednio do dłużników oraz do Przewodniczących Oddziałów, z których pochodzą.

W wolnych wnioskach powrócono do przedstawionych na wstępie projektów rezolucji odnośnie ustawy o 
GMO. Zebrani jednogłośnie opowiedzieli się za uchwaleniem rezolucji. Niemal wszyscy optowali za rezolucją 
zawierającą ostrzejsze sformułowania, jednakże po dyskusji powierzono kol. T. Twardowskiemu i 
J. Płucienniczakowi opracowanie ostatecznej wersji, która zachowując zdecydowany ton protestu przeciwko 
aktualnemu brzmieniu Ustawy zawierałaby też apel o dokonanie w niej zmian na korzyść placówek naukowych 
(zastąpienie obowiązku rejestracji zawiadomieniem o badaniach prowadzonych na GMO, zniesienie opłat za 
zezwolenia na używanie GMO, zmiana restrykcyjnego charakteru Ustawy). Uczestnicy Zjazdu będą mieli 
możliwość złożenia podpisów pod końcowym tekstem rezolucji, zostanie on też opublikowany w „Postępach 
Biochemii” i „Biotechnologii” . Jednocześnie kol. Twardowski mocno akcentował, iż szerokie środowisko 
naukowe zachowało dużą inercję w czasie prac nad Ustawą, natomiast eksperci zgłosili zastrzeżenia odnośnie 
jej projektu, jednakże zostały one odrzucone przez Sejm i Senat RP. Zwrócił też uwagę na zbyt niską aktywność 
naukowców w dziele popularyzowania osiągnięć inżynierii genetycznej, w tym wyników wskazujących na 
brak potwierdzonych zagrożeń dla ludzkości. Kol. Płucienniczak apelował o nadanie rezolucji możliwie 
szerokiego rozgłosu, od naszej postawy zależeć będzie czy zostanie wniesiona inicjatywa zmiany Ustawy i jak 
potoczy się Sejmowa dyskusja nad nią.

W wolnych wnioskach kol. A. Jarmołowski zaproponował umożliwienie wnoszenia składek członkowskich 
za pomocą kart płatniczych poprzez Internet, i poprzez odpowiednie terminale bankowe w trakcie dorocznych 
zjazdów. Natomiast kol. Z. Szweykowska apelowała o ograniczenie zjazdowych sesji „Różne” poprzez 
wprowadzenie sesji o ogólnych tematach np. zgodnych z działami akademickich podręczników biochemii.

Sekretarz Walnego Zebrania Przewodniczący Walnego Zebrania
dr Anna Goc prof. dr hab. Stefan Angielski

Toruń, 12.09.2001
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Sprawozdanie z działalności Zarządu Głównego 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego XVI Kadencji

(1998 — 2001)

Zarząd Główny XVI kadencji działał w składzie:
Prezydium: prezes — prof. dr hab. Jolanta Barańska

wiceprezes — prof. dr hab. Liliana Konarska 
sekretarz —  doc. dr hab. Dariusz Stępkowski 
skarbnik —  dr Ewa Turska 

Członkowie Prezydium Zarządu: prof. dr hab. Edward Bańkowski
prof. dr hab. Lech Wojtczak 

Komisja Rewizyjna: prof. dr hab. Marta Stryjecka-Zimmer 
prof. dr hab. Barbara Grzelakowska-Sztabert 
prof. dr hab. Jerzy Popinigis 

Członkowie Zarządu:
Prof. Stanisław Bielecki 
Dr hab. Jan Głogowski 
Prof. Teresa Jakubowicz 
Dr Artur Jarmołowski 
Prof. Aleksandra Kubicz 
Dr hab. Piotr Laidler 
Prof. Julian Świerczyński 
Prof. Roman Tarnawski 
Dr Teresa Wesołowska 
Dr hab. Michał Woźniak,

Zarząd Towarzystwa działał przez swoje Oddziały terenowe znajdujące się w:
Białymstoku —  przewodniczący doc. dr hab. Jerzy Pałka
Gdańsku — przewodniczący doc. dr hab. Michał Woźniak
Katowicach —  przewodnicząca doc. dr hab. Iwona Żak
Krakowie — przewodniczący prof. dr hab. Zdzisław Żak
Lublinie —  przewodnicząca prof. dr hab. Teresa Jakubowicz
Łodzi — przewodniczący doc. dr hab. Alojzy Zgirski
Olsztynie — przewodniczący prof. dr hab. Jan Głogowski
Poznaniu — przewodniczący prof. dr hab. Witold Walerych
Szczecinie —  przewodniczący doc. dr hab. Dariusz Chlubek
Toruniu — przewodniczący doc. dr hab. Michał Komoszyński
Warszawie —  przewodniczący prof. dr hab. Jerzy Duszyński
Wrocławiu — przewodnicząca prof. dr hab. Maria Malicka-Błaszkiewicz
Nowa kadencja związana z wyborem nowych władz Zarządu Głównego Towarzystwa rozpoczęła swoją 

pracę 16 września 1998r. W czasie obecnej kadencji, pomimo energicznej akcji porządkowania i usuwania z To
warzystwa osób zalegających z opłatami (przenoszonych w poczet tzw. członków biernych) ilość członków To
warzystwa (honorowych, aktywnych, oraz członków emerytów) jest wysoka i wynosi 1111 osób (Tabela 1). Jest 
to zatem jedno z największych Towarzystw Naukowych w Polsce.

Do Towarzystwa stale przyjmowani są nowi członkowie (Tabela 2). W latach 1999-2001 przyjęto 223 osoby, 
w tym 89 studentów (na dzień 10.09.200lr.).

Obowiązująca składka członkowska wynosiła w 1999r. i 2000r. 30 zł (10 zł dla studenta), a z dniem 
1 stycznia 200lr. 60 zł (dla członków studentów —  30 zł). Na zebraniu Zarządu Głównego, które odbyło się 
w dniu 10 września 200lr. ustalono nieznaczne podniesienie składek członkowskich (od dnia 1 stycznia 2002r.) 
I tak, roczna składka dla członków pełnoprawnych wynosić będzie 70 zł, a dla członków studentów 35 zł.
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Tabela 1
POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

Stan osobowy w dniu 30 czerwca 2001 r.

Oddział Liczba
członków
ogółem

(3+4+5+7)

W tym członkowie
honorowi emeryci płacący składki zawieszeni

ogółem w tym 
studenci

1 2 3 4 5 6 7
Białystok 63 - 5 30 2 28
Gdańsk 120 1 3 54 10 62
Katowice 139 2 4 104 29 29
Kraków 128 1 8 81 11 38
Lublin 127 1 15 77 7 34
Łódź 180 - 11 110 14 59
Olsztyn 55 - 3 25 2 27
Poznań 202 - 13 87 5 102
Szczecin 63 1 7 55 9 -

Toruń 43 - 1 20 3 22
Warszawa 675 6 44 267 59 358
Wrocław 152 2 6 67 16 77
RAZEM 1.947 14 120 977 167 836

W ramach składki, tak jak to ustalono w 200 lr., członkowie otrzymywać będą roczną prenumeratę „Postępów  
Biochemii”, 4 wydania „Listów do członków PTBioch”, członkostwo w FEBS i EMBO, dostęp do Acta 
Biochimica Polonica w internecie, korzystanie z poczty dostępnej w ramach Listy elektronicznej PTBioch, 
oraz prawo do obniżonych płatności za uczestnictwo w Zjazdach i Konferencjach organizowanych przez

Tabela 2

Nowi członkowie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
przyjęci w latach 1999-2001.

Stan na dzień 10 września 2001 r.

PTB
oddział

1999 2000 2001 Razem
ogółem w tym 

studenci
ogółem w tym 

studenci
ogółem w tym 

studenci
ogółem w tym 

studenci
Białystok 7 1 - - - - 7 1
Gdańsk 5 3 2 - 6 2 13 5
Katowice 19 11 15 7 4 4 38 22
Kraków 9 3 7 5 9 - 25 8
Lublin 7 3 2 - 6 2 15 5
Łódź 6 1 6 3 6 2 18 8
Olsztyn - - - - 1 - 1 -

Poznań 3 1 9 1 2 - 14 2
Szczecin 1 - 6 - 3 1 10 1
Toruń 1 - 1 - 4 2 6 2
Warszawa 18 11 15 8 23 10 56 29
Wrocław 2 1 1 - 17 7 20 8
Razem 78 35 64 24 81 30 223 89

PTBioch, FEBS i EMBO. Członkowie honorowi i emeryci są zwolnieni z opłat. Emeryci będą mogli opłacić 
prenumeratę „Postępów Biochem iF  w kwocie 25 zł, członkowie honorowi są zwolnieni od takiej opłaty. 
Niezrzeszeni mogą opłacić prenumeratę „Postępów Biochemii” w wysokości 60 zł.
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Sprawy finansowe Towarzystwa układały się zadawalająco. Dzięki dofinansowaniu ze strony Komitetu 
Badań Naukowych było możliwe regularne i na wysokim poziomie wydawanie czasopism oraz organizacja 
Zjazdów. Ważną pozycję w budżecie Towarzystwa stanowi dotacja Molecular Research Center z Cincinnati, 
USA, prowadzonego przez dr Piotra Chomczyńskiego. Dotacja ta jest składana Towarzystwu dzięki staraniom 
prof. L. Konarskiej. Jest ona przeznaczona na najważniejszą nagrodę Towarzystwa, nagrodę im. J.K. Parnasa. 
Z kolei dotacja firmy Aldrich-Sigma przeznaczona jest na nagrodę za najlepszą pracę z polskiego laboratorium 
z dziedziny chemii i biochemii kwasów nukleinowych. Budżet Towarzystwa jest także wspierany przez Instytu
ty: Biologii Doświadczalnej im. Nenckiego PAN, Biochemii i Biofizyki PAN, Chemii Bioorganicznej PAN, a 
także przez Sieć Biologii Molekularnej i Komórkowej UNESCO/PAN.

Zarząd Główny przy współpracy z Zarządami Oddziałów prowadzi działalność Statutową przez Sekcje, Ko
misje i Zespoły. Zgodnie ze Statutem Towarzystwa, każdego roku, zależnie od potrzeby, odbywają się posie
dzenia Prezydium Zarządu Głównego, a także co najmniej dwa posiedzenia rozszerzonego Zarządu Głównego 
z udziałem przedstawicieli wszystkich Oddziałów, organizatorów Zjazdów naukowych i innych zapraszanych 
gości.

Dyżury członków Prezydium odbywają się we wtorki w siedzibie Zarządu Głównego, która od 1993 roku 
mieści się w murach Instytutu Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN przy ulicy Pasteura 3 w Warsza
wie. Biuro Zarządu Głównego oraz redakcja ,Acta Biochimica Polonica” i „Postępów Biochemii'' są zlokalizo
wane w jednym budynku.

Głównym statutowym celem Towarzystwa jest popieranie rozwoju biochemii, popularyzacja jej 
osiągnięć oraz integracja środowiska biochemicznego.

Zarząd Główny XVI kadencji realizował te cele przez:
— działalność wydawniczą,
— premiowanie osiągnięć naukowych przez konkursy i nagrody,
— popularyzację staży naukowych krajowych i zagranicznych fundowanych przez FEBS,
—  współorganizację dorocznych Zjazdów Towarzystwa,
— integrację polskiego Środowiska biochemicznego,
— popularyzację dorocznych Zjazdów FEBSu i aktywną pracę we władzach FEBS,
— współpracę z innymi Towarzystwami Naukowymi w Polsce oraz innymi Towarzystwami Bio

chemicznymi w Europie.

I. Działalność wydawnicza:

Polskie Towarzystwo Biochemiczne wydaje:
— kwartalnik „Postępy Biochemii^
kwartalnik indeksowany jest w Medline i Agrolibex. Redaktorem Naczelnym pisma do dnia 1 stycznia 2001 

roku była p. prof. Zofia Zielińska. Od tej daty obowiązki te przejęła p. prof. Grażyna Palamarczyk. Pani prof. 
Z. Zielińska pełni funkcje Redaktora Seniora. Prace opublikowane w kwartalniku zawierają informacje z zakre
su współczesnych kierunków badań w naukach biologicznych, przybliżając najnowsze osiągnięcia z wielu 
dziedzin. Kwartalnik wydawany w języku polskim jest cennym uzupełnieniem podręczników akademickich i 
uczy mówić o biochemii poprawną polszczyzną.

— kwartalnik „Acta Biochimica Polonica”
jest wydawawany wspólnie z Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN. Kwartalnik jest indeksowany przez 

Current Contents, BIOSIS, Chemical Abstracts, Excerpta Medica, Medline. Naczelnym redaktorem pisma do 
roku 1999 była pani prof. Konstancja Raczyńska-Bojanowska, a od roku 1999 funkcję tą pełni prof. Liliana Ko
narska. Przewodniczącym Rady Redakcyjnej jest prof. Lech Wojtczak. Kwartalnik publikuje oryginalne prace 
doświadczalne w języku angielskim. Redakcji pisma należą się słowa najwyższego uznania, bowiem dzięki jej 
staraniom „impact factor” pisma stale rośnie. Wynosił on w 1998r. —  0.522, w 1999r. —  0.477, w 2000r. —
0.569, a w 2001 — 0.749. Należy ponadto dodać, że utrzymywana jest odrębna strona Acta Biochimica Poloni
ca „on line”.

Obydwa kwartalniki są wydawane z pomocą finansową Komitetu badań Naukowych, co zapewnia ich regu
larne ukazywanie się w prawidłowych terminach i nowoczesną szatę graficzną.

— biuletyn Towarzystwa: „Listy do członków PTBioch'’'>
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Biuletyn jest redagowany przez dr Teresę Wesołowską i wydawany w Szczecinie. W ciągu XVI Kadencji do 
chwili obecnej ukazało się 10 numerów Listów (Nr. 52-55 w roku 1999, 56-59 w roku 2000 i 60-61 do połowy 
roku 2001). Biuletyn przekazuje aktualne wiadomości dotyczące pracy Zarządu Głównego, pracy Oddziałów 
oraz informuje o naukowych imprezach w kraju i zagranicą. Biuletyn jest współfinansowany przez 
Towarzystwo Biochemiczne, oraz dzięki wysiłkom i zapobiegliwości p. dr Teresy Wesołowskiej przez firmy 
prezentujące oferty towarowe z zakresu technik laboratoryjnych. Rzetelna informacja oraz serdeczny stosunek 
dr Teresy Wesołowskiej do czytelników powodują, że biuletyn ten jest ważnym ogniwem integrującym 
środowisko biochemiczne.

II. Konkursy i nagrody:

Towarzystwo powołuje Komisje, w skład których wchodzą wybitni naukowcy z Polski i spoza niej. Komisje 
decydują o przyznaniu nagrody.

Każdego roku Towarzystwo ogłasza konkurs na:
— najlepszą pracę doświadczalną z zakresu biochemii wykonaną w pracowni na terenie Polski. Konkurs ten 

jest uhonorowany nagrodą im. prof. Jakuba Karola Parnasa. Nagroda ta jest najpoważniejszą i najważniejszą 
nagrodą Towarzystwa i jest wręczana dorocznie podczas uroczystości otwarcia dorocznego Zjazdu PTBioch.

— najlepszą pracę przeglądową opublikowaną w czasopiśmie Towarzystwa „Postępy Biochemii”. 
Zwycięzca konkursu otrzymuje nagrodę im. prof. Bolesława Skarżyńskiego.

— innym rodzajem konkursów są konkursy, które rozgrywają się w czasie trwania Zjazdów PTBioch. I tak, 
w konkursie im. prof. W łodzimierza Mozołowskiego biorą udział młodzi naukowcy, biochemicy do lat 30-tu, 
przedstawiający swoje dokonania w postaci posteru lub krótkiego komunikatu. Z kolei konkurs im. prof. 
Janiny Opieńskiej-Blauth jest konkursem, w którym biorą udział studenci z Kół Naukowych, przedstawiający 
swoje szczególnie wartościowe prace badawcze na Zjazdach PTBioch. Konkurs ten jest ustanowiony z 
inicjatywy Lubelskiego Oddziału PTBioch.

— Nagroda im. prof. Antoniego Dmochowskiego jest przyznawana co dwa lata za wybitne osiągnięcia 
dydaktyczne w dziedzinie biochemii. Jest ona ustanowiona z inicjatywy Łódzkiego Oddziału PTBioch.

— Nagroda im. prof. Bronisława Filipowicza za specjalne zasługi w dziedzinie popularyzacji nauki, 
ustanowiona z inicjatywy Łódzkiego Oddziału PTBioch, została przyznana po raz pierwszy w roku 2001.

— Nagroda za najlepszą pracę z dziedziny Chemii i Biochemii Kwasów Nukleinowych. Inicjatorem tej na
grody jest Sekcja Kwasów Nukleinowych PTBioch, kierowana przez prof. J. Barciszewskiego, a sponsorem na
grody i dyplomu jest firma Sigma-Aldrich Polska.

Rozstrzygnięcie wszystkich konkursów następuje na jesieni danego roku. Nagrody imienia prof. prof.: Par
nasa, Skarżyńskiego, Dmochowskiego i Filipowicza wręczane są w dniu rozpoczęcia obrad w czasie Uroczy
stego Otwarcia Zjazdu PTBioch. Nagrody imienia prof. prof. Mozołowskiego i Opieńskiej-Blauth są wręczane 
w czasie uroczystości zakończenia Zjazdu.

W czasie trwania omawianej XVI kadencji Zarządu nagrody otrzymali:

NAGRODA im. J.K. PARNASA:

w roku 1999:
A. Szalewska-Pałasz, A. Węgrzyn, A. Błaszczyk, K. Taylor, G. Węgrzyn za pracę pt.
„DNA-stimulated transcriptional activation of orilambda: Escherichia coli RNA polymerase beta subunit as 

a transcriptional activator contact site” opublikowaną w Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95, 4241-4246.
w roku 2000:
M. Prymakowska-Bossak, M.R. Przewłoka, J. Ślusarczyk, M. Kuraś, J. Lichota, B. Kiljańczyk, A. 

Jerzmanowski za pracę pt. „Linker histones play a role in male leiosis and the development of pollen grains in 
tobacco” opublikowaną w Plant Cell, 1999, 11, 2317-2329.

w roku 2001:
nagrodę otrzymał Zespół prof. Jacka Otlewskiego za cykl trzech prac:
T. Cierpicki, J. Otlewski „Determination of a high precision structure of a novel protein, Linum usitatissi- 

mum trypsin inhibitor (LUTI), using computer-aided assignment of NOES Y cross-peaks” opublikowaną w J. 
Mol. Biol., 2000, 302, 1179-1192;
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T. Cierpicki, J. Bania, J. Otlewski „NMR solution structure of Apis mellifera chymotrypsin/cathepsin C in- 
h ib itor-l(A M C l-l): structural similarity with Ascaris protease inhobitors” opublikowaną w Protein Sci, 2000, 
9, 976-984.

A. Grzesiak, I. Krokoszyńska, D. Krowarsch, O. Buczek, M. Dadlez, J. Otlewski „Inhibition of six serine 
proteinases of the human coagulation system by mutants of bovine pancreartic trypsin inhibitor” opublikowaną 
w J. Biol. Chem., 2000, 275, 33346-33352.
* W skład Komisji Konkursowej, w czasie trzech lat kadencji Zarządu (1999-2000-2001) wchodziły 

następujące osoby:
Przewodniczący: Prof. Grzegorz Bartosz (Uniwersytet Łódzki, Łódź)
Członkowie: Prof. Jan Barciszewski (Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznań)

Prof. Jerzy Duszyński (Instytut Biologii Doświadczalnej PAN, Warszawa)
Prof. Janusz Gębicki (School of Biol. Sci., Sydney, Australia)
Prof. Arkadiusz Kozubek (Uniwersytet Wrocławski, Wrocław)
Prof. Ryszard Oliński (Akademia Medyczna, Bydgoszcz)
Prof. Marta Pasenkiewicz-Gierula (Uniwersytet Jagielloński, Kraków)
Prof. Zofia Szweykowska (Uniwersytet A. Mickiewicza, Poznań)
Prof. Grzegorz Węgrzyn (Wydział Biotechnologii, Uniwersytet Gdański)
Prof. Krystyna Wolska (Uniwersytet Warszawski, Warszawa)
Dr hab. Jolanta Zakrzewska-Czerwińska (Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej 
PAN, Wrocław)

NAGRODA im. B. SKARŻYŃSKIEGO:

Nagrodę otrzymali: 
w roku 1999:
A. Krakowiak, M. Koziołkiewicz za pracę pt. „Oligonukleotydy o właściwościach aptamerycznych” 

opublikowaną w „Postępach Biochemii”, 1998, 44, 306-317. 
w roku 2000:
A. Węgrzyn, G. Węgrzyn za pracę „Regulacja replikacji DNA bakteriofaga lambda i plazmidów lambda” 

opublikowaną w „Postępach Biochemii”, 1999, 45, 5-11. 
w roku 2001;
I. Grądzka za pracę „Apoptoza: decyzja należy do mitochondrium” opublikowaną w „Postępach 

Biochemii”, 2000, 46, 2-17.
W skład komisji konkursowych wchodzili:
Przewodniczący: Dr hab. Iwona Fijałkowska (1999) (Warszawa) 

prof. Grażyna Palamarczyk (2000) (Warszawa) 
prof. Krystyna Grzelak (2001) (Warszawa)

Członkowie: dr hab. Adam Dubin (1999) (Kraków)
prof. W łodzimierz Krzyżosiak (1999) (Poznań)
prof. Marek Naruszewicz (1999) (Szczecin)
doc. Jerzy Pałka (1999) (Białystok)
prof. Ryszard Słomski (1999) (Poznań)
prof. Zofia Zielińska (1999) (Warszawa)
doc. Krystyna Grzelak (2000) (Warszawa)
prof. Stanisław Lewak (2000) (Warszawa)
prof. Bogdan Liberek (2000) (Warszawa)
prof. Mirosława Naskręt-Barciszewska (2000) (Poznań)
prof. M agdalena Rakowska-Boguta (2000) (Warszawa)
dr hab. Ewa Sikora (2000) (Warszawa)
prof. Stanisław Szala (2000) (Warszawa)
prof. Zofia Zielińska (2000) (Warszawa)
dr hab. Iwona Fijałkowska (2001) (Warszawa)
prof. Teresa Jakubowicz (2001) (Lublin)
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dr hab. Piotr Laidler (2001) (Kraków) 
prof. Andrzej Ożyhar (2001) (Wrocław) 
prof. Zofia Zielińska (2001) (Warszawa) 
prof. Mariusz Żydowo (2001) (Gdańsk)

NAGRODA im. W. MOZOŁOWSKIEGO (dla młodych biochemików, do lat 30-u):

Nagrody uzyskali: 
w roku 1999:
Główna nagroda: A. Kobielak za pracę pt. „Utrata stabilności transkryptu genu MSX 1, wywołana mutacją 

w regionie kodującym 3 ’-UTR, może powodować zaburzenia tworzenia zawiązków zębów”
I. Biedrzycka (wyróżnienie) 
w roku 2000:
Główna nagroda: K. Kobielak za pracę pt. „Rola czynników transkrypcji LEF-1 I beta kateniny w różnico

waniu się przydatków skóry. Udział ścieżki sygnałowej WNT”.
M. Bobeszko (wyróżnienie)
H. Czapińska (wyróżnienie)
M. Golczak (wyróżnienie)
A. Masny (wyróżnienie)
M. Nawrot (wyróżnienie)
M. Palczewska (wyróżnienie)
M. Schmidt (wyróżnienie) 
w roku 2001:
Główna nagroda: J. Wiejak za pracę autorstwa J. Wiejak, E. Wyroba pt „Homolog ssaczej dynaminy 2 u 

Paramecium : klonowanie i sekwencjonowanie katalitycznej domeny GTP-azowej”
A. Kirilenko (wyróżnienie)
F. Kukulski (wyróżnienie)
M. Mucha (wyróżnienie)
D. Piękna (wyróżnienie)
M. Sakowicz (wyróżnienie)
S. Wiśniewski (wyróżnienie)
W skład komisji konkursowych wchodzili:
Przewodniczący: Prof. Jerzy Duszyński (1999) (Warszawa)

Prof. Witold Walerych (2000) (Poznań)
Prof. Michał Woźniak (2001) (Gdańsk)

Członkowie: prof. Zofia Szweykowska-Kulińska (1999) Poznań 
dr hab. Dariusz Stępkowski (1999) Warszawa 
prof. Przemysław Wojtaszek (1999) (Poznań) 
prof. Janina Kwiatkowska-Korczak (2000) (Wrocław) 
dr hab. Cezary Mądrzak (2000) (Poznań) 
prof. Ryszard Słomski (2000) (Poznań)
Prof. Liliana Konarska (2001) (Warszawa)
Prof. Jadwiga Gniot-Szulżycka (2001) (Toruń)
Prof. Zdzisław Zwierz (2001) (Kraków)

NAGRODA im. J. OPIEŃSKIEJ-BLAUTH (przyznawana studentom)

W roku 1999:
I Nagroda: J. Krajewski i T. Stefaniak za pracę pt. „Rola reaktywnych form tlenu w eksperymentalnej ne- 

frokarcinogenezie”
II Nagroda: M. Ociepa za pracę pt. „Estrogeny Środowiskowe indukują ekspresję genów dla dytochromów 

CYPA1 i CYPA 1A2 uczestniczących we wzmacnianiu działania estrogenów naturalnych w komórkach linii 
ustalonej raka sutka MCF-7”.
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U. Wilczyńska (wyróżnienie)
W roku 2000:
Nagroda: M. Kaszuba za pracę pt. „Próba przeniesienia genu syntazy resweratrolowej z winorośli ( Vitis 

inifera) do pomidora (Lycopersicon esculentum y’
J. Gołębiewska (wyróżnienie)
A. Wacławik (wyróżnienie)
B. Skoblińska (wyróżnienie)
W roku 2001:
Nagroda (dwie równorzędne nagrody za wspólną pracę): J. Kobiela i J. Krajewski za pracę pt.”Mikroso- 

malna 4-hydroksylaza estradiolu jako enzym odpowiedzialny za powstawanie stresu oksydacyjnego w ekspe
rymentalnym nowotworze nerki” .

J. Gołębiewska (wyróżnienie)
P. Rozwadowski (wyróżnienie)
R. Dutkiewicz (wyróżnienie)
A. Czyż (wyróżnienie)
W skład Komisji Konkursowych wchodzili:
Przewodniczący: dr. Artur Jarmołowski (1999) (Poznań) 

prof. Tomasz Borkowski (2000) (Lublin) 
prof. Marta Stryjecka-Zimmer (2001) (Lublin)

Członkowie: prof. Marta Stryj ecka-Zimmer (1999) (Lublin) 
dr Maria Sanecka-Obacz (1999) (Lublin) 
dr Teresa Wesołowska (1999) (Szczecin) 
prof. Henryk Berbeć (2000) (Lublin) 
prof. Michał Woźniak (2000) (Gdańsk) 
dr Teresa Wesołowska (2000) (Szczecin) 
prof. Janina Kwiatkowska-Korczak (2001) (Wrocław) 
dr Teresa Wesołowska (2001) (Szczecin)

NAGRODA im. A. DMOCHOWSKIEGO

Nagroda ta jest przyznawana co dwa lata. W czasie omawianej XVI kadencji Zarządu PTBioch była przy
znana tylko raz, w roku 2000, będąc III edycją Konkursu.

Główna nagroda:
E. Bartnik, M. Chorąży, M. Fikus, W. Gajewski, W. Jachymczyk, A. Jerzmanowski, H. 

Krzanowska, B. Lipińska, W. Ostoja-Zagórski, K. Staroń, P. Stępień, S. Szala, A. Taylor, K. Taylor za
podręcznik pt. „Genetyka M olekularna” pod red P. Węgleńskiego, PWN, 1998 

Wyróżnienie:
Wyróżnienie przyznano za pracę „Na pograniczu chemii i biologii” pod red. J. Barciszewskiego, H. Ko- 

ronaka, W .T. Makarewicza, K. Ziemnickiego , tomy 1,2,3, Wydawnictwo Uniwersytetu im. A. Mickiewi
cza, Poznań, 1998-1999

W pracach Komisji uczestniczyły następujące osoby:
Przewodnicząca: prof. Zofia W alter (Łódź)
Członkowie: prof. Edward Bańkowski (Białystok) 

prof. Tomasz Borkowski (Lublin) 
prof. Leokadia Kłyszejko-Stefanowicz (Łódź) 
prof. Maria Malicka-Błaszkiewicz (Wrocław) 
prof. Zdzisław Żak (Kraków)

NAGRODA im. B. FILIPOWICZA

Nagroda przyznana po raz pierwszy w roku 2001 — I edycja Konkursu.
Główna nagroda:
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prof. M. Fikus w uznaniu dorobku naukowego, organizacji „Festiwali Nauki” w Warszawie, a także 
prezentację osiągnięć nauk biologicznych w środkach powszechnego przekazu 

Wyróżnienie:
prof. A. Kubicz w uznaniu dorobku naukowego, publikację książki pt. „Tajemnice ewolucji molekularnej”, 

PWN 1999, oraz organizację „Festiwalu Nauki” na Dolnym Śląsku.
W pracach Komisji uczestniczyli:
Przewodniczący: prof. Marek Gniazdowski (Łódź)
Członkowie: prof. Stanisław Bielecki (Łódź) 

prof. Tomasz Borkowski (Lublin) 
prof. Jerzy Duszyński (Warszawa) 
prof. Leokadia Kłyszejko-Stefanowicz (Łódź) 
dr hab. Leszek Szmigiero (Łódź) 
prof. Grzegorz Węgrzyn (Łódź)

NAGRODA ZA NAJLEPSZĄ PRACĘ Z CHEMII I BIOCHEMII KWASÓW NUKLEINOWYCH

Nagrodę uzyskali: 
w roku 1999:
R. Tomaszewski, E. Mogielnicka, A. Jerzmanowski za pracę „Both the 5S rRNA gene and the AT-rich 

flanks of Xenopus laevis oocyte-type 5S rDNA repeat are required for histone H 1 -dependent repression o f tran
scription of pol Ill-type genes in vitro reconstituted chromatin” opublikowaną w Nucleic Acid Res. 1998, 26, 
5596-5601. 

w roku 2000:
Specjalna Nagroda Milenijna 2000 Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i firmy Sigma-Aldrich Pol

ska, za wybitny wkład w rozwój badań nad kwasami nukleinowymi w Polsce dla: 
prof. Davida Shugara i prof. Macieja Wiewiórowskiego.
w roku 2001:
J. Bujnicki za pracę „Phylogenomic analysis of 16S rRNA:(guanine-N2) methyltransferases suggests new 

family members and reveals highly conserved motifs and a domain structure similar to other nucleic acid ami- 
nomethyltransferases” opublikowaną w FASEB J. , 2000, 14, 2365-2368.

Nagroda jest przyznawana w wyniku pracy Kapituły powołanej przy Sekcji Kwasów Nukleinowych PT
Bioch. Jest ona kierowana przez prof. Jana Barciszewskiego (Poznań), a w skład jej wchodzą następujący pro
fesorowie: Edward Darżynkiewicz (Warszawa), Witold Filipowicz (Bazylea), Ryszard Kole (Chapel Hill NC, 
USA), Maria M. Konarska ( New York NY, USA), Jarosław Kuśmierek (Warszawa), Wojciech T. Markiewicz 
(Poznań), Antoni J. Rafalski (Wilmington DE, USA), Jacek Stawiński (Sztokholm), Wojciech J. Stec (Łódź), 
Zygmunt Wasylewski (Kraków), Joanna Zakrzewska-Czerwińska (Wrocław), Maciej Żylicz (Gdańsk, Warsza
wa).

W skład nagród PTBioch wchodzą dyplomy, a także znaczne kwoty pieniędzy. Nagrodę im. A. Dmochow
skiego i B. Filipowicza stanowi dyplom i medal z brązu. Na nagrodę za najlepszą pracę z biochemii i chemii 
kwasów nukleinowych, sponsorowaną przez firmę Sigma-Aldrich Polska, składa się nagroda pieniężna i oka
zały dyplom z brązu. Nagroda sponsorowana przez tę firmę jest wręczana na kolejnym Zjeździe PTBioch przez 
Prezesa Towarzystwa i przedstawicieli firmy. W roku 1999 był nim p. dr Aleksander Jankowski, a w latach 
2000, 2001 p. dr Maciej Marlewski. Nagrody PTBioch stanowią prestiżowe wyróżnienie i mają szeroki 
oddźwięk w społeczności biochemicznej.

III. Staże Naukowe

Uczestnictwo w stażach naukowych jest gorąco popierane przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne. 
Zarząd Towarzystwa prowadzi nieustanną akcję propagującą wyjazdy młodych naukowców na stypendia 
fundowane przez FEBS. Członkowie Towarzystwa każdego roku występują za naszym poparciem do władz 
FEBSu ubiegając się o stypendia: długoterminowe, krótkoterminowe i dwumiesięczne w okresie letnim (sum
mer fellowship), a także o stypendia umożliwiające udział w specjalnych tygodniowych lub dwutygodniowych 
kursach naukowych, czy corocznych Zjazdach FEBSu. W roku 1999 przyznano 2 stypendia długoterminowe, 4
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krótkoterminowe i 1 w okresie letnim. Ponadto 20 osób uzyskało stypendia na wyjazdy na kursy i zjazdy, co w 
sumie pokazuje, że ze stypendiów FEBSu korzystało 27 osób. W roku 2000 przyznano 4 stypendia 
długoterminowe, 4 krótkoterminowe i 2 w okresie letnim. Ponadto 15 młodych naukowców z Polski uzyskało 
stypendia na oranizowane przez FEBS i IUMB Sympozjum poprzedzające Zjazd, co również pokazuje, że ze
stypendiów tych korzystało 25 osób. Obecna liczba wydaje się być podwojeniem wartości z lat poprzednich,
wskazując na coraz większe zaangażowanie i aktywność młodych ludzi. Nie ma jeszcze danych opracowanych 
przez FEBS i informujących o stypendiach w roku 2001, jednak wstępne nasze szacunki wskazują na podobną 
ilość osób jak w roku 1999. Na Zjazd FEBS-u w Lizbonie w 200 lr  zakwalifikowało się 10 osób z Polski (na 90 
wszystkich) uzyskując stypendia na wyjazd. Natomiast na specjalnie zorganizowane tzw. „Forum Młodych 
Naukowców”, poprzedzające Zjazd, zakwalifikowało się na 65 uczestniczących w Forum 7 osób.

IV. Zjazdy Towarzystwa

W okresie Sprawozdawczym odbyły się następujące Zjazdy Towarzystwa Biochemicznego:
— XXXV Zjazd Towarzystwa w Olsztynie-Krotowie, w dniach 13-16 września 1999r.,
— XXXVI Zjazd Towarzystwa w Poznaniu, w dniach 11-14 września 2000r.
— XXXVII Zjazd Towarzystwa w Toruniu, w dniach 10-14 września 2001r.
Dokładne informacje dotyczące Zjazdów można znaleźć w dodatkowych Materiałach stanowiących 

Sprawozdania z tych Zjazdów opublikowanych w „Postępach Biochemii” (Zjazd w Olsztynie — „Postępy 
Biochemii” 45 (4) 1999, 344-346; Zjazd w Poznaniu — „Postępy Biochemii” 46 (4) 2000, 355-357).

W Zjeździe w Krotowie-Olsztynie uczestniczyło 419 osób, w Poznaniu 900 osób, a w Toruniu 700 osób. We 
wszystkich Zjazdach brali udział koledzy biochemicy pochodzenia polskiego z Białorusi (Grodno) i Ukrainy 
(Lwów). Przyjazdy ich są współfinansowane przez Towarzystwo i „Wspólnotę Polską” i koordynowane z 
ogromnym zaangażowaniem przez prof. Marka Gniazdowskiego (Łódź).

Towarzystwo Biochemiczne patronuje także i współorganizuje Sesje, czy Sympozja monotematyczne. Ta
kim Sympozjum było Sympozjum zorganizowane w Gdańsku dotyczące metabolizmu puryn i pirymidyn, które 
odbywało się w okresie 14-18 września 1999r. (7th Symposium of the European Society for the Study of Purine 
& Pyrimidine Metabolism in Man). Na czele komitetu organizacyjnego stał prof. Wiesław Makarewicz.

V. Integracja polskiego środowiska biochemicznego

Integracja polskiego środowiska biochemicznego odbywa się dzięki corocznym Zjazdom, a także dzięki wy
dawanym „Listom do członków PTBioch”, czy poprzez komunikaty publikowane przez redakcję „Postępów 
Biochemii”. Towarzystwo ma także swoją stronę internetową powstałą w poprzedniej kadencji w wyniku starań 
prof. L. Konarskiej: www.ptbioch.edu.pl. Ponadto w czasie obecnej kadencji utworzono w 2000r. listę 
e-mailową członków PTBioch (infoptbioch@nencki.gov.pl). Lista ta powstała i była pod bezpośrednim nad
zorem Sekretarza Zarządu, dr hab. D. Stępkowskiego, prowadzona przy pomocy dr hab. A. Szewczyka (War
szawa). Obecnie na liście tej znajduje się już wiele osób. Zwiększa to doskonale przepływ informacji między 
członkami Towarzystwa, pozwala na szybkie przekazywanie danych, a także na przekazywanie informacji do
chodzących do Zarządu Towarzystwa od władz FEBSu.

Z okazji czterdziestolecia powstania Towarzystwa, Zarząd Główny zorganizował 16 grudnia 1998r uro
czystą Sesję, na której prócz wykładu naukowego prof. Lecha Wojtczaka, kolejni Prezesi Towarzystwa snuli 
wspomnienia opowiadając o swojej pracy. Sesja zakończyła się szampanem.

VI. Zjazdy FEBSu i aktywna praca we władzach FEBSu

Polskie Towarzystwo Biochemiczne od roku 1963 jest członkiem Europejskiej Federacji Towarzystw 
Biochemicznych (FEBS). Zarząd Główny usilnie stara się, aby jak  najwięcej członków Towarzystwa 
uczestniczyło w dorocznych Zjazdach FEBSu. Zachęca też młodych ludzi, aby aplikowali do władz FEBSu o 
stypendia, które pozwalają na częściową lub całkowitą odpłatność udziału w Zjazdach.

W roku 1999, Zjazd FEBSu miał miejsce w Nicei, we Francji. W Zjeździe tym, na ogólną liczbę 813 uczest
niczyły 64 osoby z Polski. Polska, po Francji, Niemczech i Szwecji była najliczniej reprezentowanym krajem
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na tym Zjeździe. Wśród osób z Polski, 15 reprezentowało młodych ludzi (do 31 roku życia), którzy dostali pełne 
stypendia.

Zjazd FEBSu w 2000 roku odbywał sie wspólnie z Kongresem IUBMBu w Birmingham, Anglia. Na tym 
Zjeździe (liczba wszystkich uczestników — 1019), Polska reprezentowana była także przez bardzo liczną 
grupę 114 osób, z czego aż 42, a więc blisko połowę, stanowili młodzi ludzie do 31 roku życia. Wśród tych osób, 
15 (na 120 wszystkich) wygrało konkurs i wzięło udział w dwudniowym, poprzedzającym Kongres Sympo
zjum (Young Scientist Travel Fellowships Symposium). Podczas Sympozjum miały one możność prezentowa
nia wyników uzyskanych w laboratoriach w Polsce. Udział w Sympozjum, wpisowe na Kongres i wszelkie po
zostałe opłaty związane z uczestnictwem w Kongresie były opłacone przez organizatorów. Zjazd FEBS-u w Li
zbonie w 2001 roku zgromadził około 1889 osób (liczba tak duża ze względu na uczestników z Płd. Ameryki), 
w tym z Polski było osób 76.

Ponieważ w roku 1996 na Zjazd w Bazylei przybyło 16 osób z Polski, a w latach 1997 i 1998 na Zjazdy w 
Barcelonie i Kopenhadze 25 i odpowiednio 23 osoby, zwiększenie uczestnictwa osób z Polski w Zjazdach 
FEBSu w latach 1999 i 2000 jest 3-krotne. Sądzimy, że jest to wynik starań i pracy propagandowej Zarządu 
Głównego, którego komunikaty dzięki uzupełnianej na bieżąco stronie internetowej, liście e-mailowej oraz 
„Listom do członków PTBioch” docierają obecnie do większej ilości kolegów i stymulują do wyjazdów i starań 
o stypendia.

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego usilnie stara się, aby jak  najwięcej przedstawicieli 
PTBioch zasiadało we władzach FEBSu. W roku 1995, w poprzedniej Kadencji Zarządu, po wielu latach 
przerwy do władz FEBSu został wybrany prof. Maciej J. Nałęcz (Warszawa) jako członek Advanced Courses 
Committee. Kadencja prof. Nałęcza skończyła się w roku 1999. W tym samym roku i do tego samego Komitetu 
został jednak wybrany prof. Jan Barciszewski (Poznań). W październiku 1998r. odbył się FEBS Advanced 
Course w Poznaniu pt. „RNA Biochemistry and Biotechnology” organizowany przez prof. Barciszewskiego. W 
październiku 2000r., na zebraniu Komitetu zapadła pozytywna decyzja odnośnie organizacji w Polsce 
następnego Kursu FEBS-u (przyjęta aplikacja). Tym razem będzie to Kurs praktyczny na temat: „Estimation of 
DNA damage induced by genotoxic agents”. Kurs odbywać się będzie w Gliwicach w roku 2002, a głównym 
organizatorem jest prof. Joanna Rzeszowska-Wolny. Pan prof. Barciszewski i Zarząd Główny Towarzystwa 
gorąco zachęcają kolegów do jak największego udziału przy organizacji takich Kursów.

W roku 1999, na Zjeździe w Nicei, powstała w ramach FEBSu nowa Grupa Robocza, której zadaniem jest 
podniesienie na wyższy poziom biochemii i biologii molekularnej w krajach Europy Wschodniej (FEBS Wor
king Group to Explore Ways to Improve Assistance to Eastern European Countries). W skład tej grupy wchodzi 
prof. Jolanta Barańska (Warszawa). Jednym z efektów działań tej grupy była możliwość występienia do władz 
FEBSu Towarzystw Biochemicznych państw Wschodniej i Centralnej Europy z prośbą o bezpłatną subskrypcję 
czasopism publikowanych przez Federację, tj. FEBS Letters i European Journal o f Biochemistry. W wyniku 
starań Zarządu Głównego, Polska, poczynając od roku 2001 uzyskała 3-letnią subskrypcję tych pism dla grupy 
naukowców pracujących na Wydziale Biologii Uniwersytetu Pedagogicznego w Rzeszowie pod kierunkiem 
prof. Tomasza Bilińskiego.

Największym jednak, bezspornym osiągnięciem Zarządu Głównego i społeczności biochemicznej był wy
bór w roku 2001, na Zjeździe FEBS-u w Lizbonie, prof. Macieja J. Nałęcza (Warszawa) jako Przewodniczącego 
Komitetu Stypendialnego FEBS-u (President o f the FEBS Fellowship Committee). Nominacja ta powoduje 
jednocześnie wejście prof. Nałęcza do ścisłej, kierowniczej egzekutywy FEBS-u. Także w 2001 r. prof. Sta
nisław Bielecki (Łódź) wszedł do Executive Committee Europejskiej Federacji Biotechnologii. Prof. Bielecki 
jest założycielem i aktywnym działaczem Sekcji Biotechnologicznej przy Polskim Towarzystwie Biochemicz
nym. Obydwu profesorom serdecznie gratulujemy wyboru!

VII. Współpraca z innymi Towarzystwami Naukowymi w Polsce oraz z innymi Towarzystwami 
Biochemicznymi w Europie

Polskie Towarzystwo Biochemiczne jest otwarte i współpracuje z wieloma Towarzystwami Naukowymi w 
Polsce. Szczególnie dobrze rozwija się współpraca z Polskim Towarzystwem Chemicznym. Te dwa towarzy
stwa a ponadto jeszcze Towarzystwo Fizyczne, Geograficzne i Przyrodników im. M. Kopernika utworzyło Ze
spół do spraw Edukacji Przyrodniczej współpracujący z Ministerstwem Edukacji w sprawie nauczania na po
ziomie gimnazjów i liceów. W wyniku działań tego Zespołu odbyło się w Lublinie, w dniach 11-13 lutego
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2000r. Sympozjum Naukowo-Dydaktyczne „Społeczne znaczenie wiedzy przyrodniczej”. Polskie Towarzy
stwo Biochemiczne reprezentował w tych działaniach prof. Jerzy Duszyński (Warszawa).

Współpraca z innymi, sąsiadującymi z nami Towarzystwami Biochemicznymi, także rozwija się dobrze. 
Jako wzorcową podajemy współpracę Polskiego i Ukraińskiego Towarzystwa Biochemicznego. Obydwa te To
warzystwa patronują Polsko-Ukraińskim Konferencjom Biochemicznym im. Jakuba Karola Parnasa. Konfe
rencje te odbywają się co 2 lata naprzemiennie, raz w Polsce, raz na Ukrainie. Pierwsza, zorganizowana przez 
Zarząd Główny poprzedniej Kadencji, odbyła się we Lwowie we wrześniu 1996r., druga w Gdańsku w 1998r. 
Zarząd obecnej Kadencji współorganizował z kolegami ukraińskimi Konferencję w październiku 2000r. we 
Lwowie. Na Konferencję tę ze strony polskiej przyjechało 85 naukowców, reprezentujących ośrodki z różnych 
miast Polski i różne dziedziny biochemii i biologii molekularnej. Sprawozdanie z tej Konferencji było publiko
wane w „Postępach Biochemii”, 2000, 46, 357-358. Następna Konferencja Parnasa odbędzie się w roku 2002 
we Wrocławiu.

Jednym z osiągnięć Polskiego Towarzystwa Biochemicznego jest zawarcie z Ukraińskim Towarzystwem 
Biochemicznym porozumienia o współpracy. W porozumieniu tym postanowiono prowadzić szereg akcji pro
mujących biochemików obu Krajów, organizować Kursy, Zjazdy i wspólne Konferencje ze specjalnym 
uwzględnieniem Konferencji Parnasa. Porozumienie zostało podpisane w Kijowie 16 czerwca 2001 roku przez 
Prezesów obu Towarzystw, prof. Siergieja Komisarenkę i prof. Jolantę Barańską. Przy podpisywaniu umowy 
uczestniczyli również dr Ludmiła Drobot (reprezentująca grupę naukowców lwowskich) i prof. Andrzej 
Dżugaj (główny organizator Konferencji Parnasa we Wrocławiu w roku 2002).

Należy także dodać, że PTBioch aktywnie uczestniczy w dyskusji Forum Europejskiego na temat rozwoju 
nauki w Europie. Zaproszeni do dyskusji nad dokumentem „Towards a European Research Area” przez p. Phi- 
lippe Busąuin, opracowaliśmy nasze stanowisko punktując i zwracając uwagę na szereg istotnych problemów. 
Dokument ten był tworzony w porozumieniu z kolegami wszystkich Oddziałów, choć szczególne podziękowa
nia należą się Oddziałowi w Białymstoku, Krakowie i Warszawie.

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego składa serdeczne podziękowanie Przewod
niczącym i Kolegom pracującym w Oddziałach i Sekcjach, Redaktorom Czasopism, Organizatorom kolejnych 
Zjazdów PTBioch, Kolegom pracującym w poszczególnych Komisjach Konkusowych i Komitetach FEBS-u 
oraz wszystkim innym, których praca przyczyniła się do rozwoju Towarzystwa i integracji środowiska bioche
micznego.

Prof. Jolanta Barańska
Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Warszawa 26 wrzesień 200 lr.
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Wskazówki 
dla Autorów

W yd a w a n y  przez Polskie Tow arzystw o Biochem iczne kw ar
talnik „Postępy Biochem ii" publiku je prace p rze g lą d o w e  om a
w ia jące  nowe osiągnięcia, koncepcje i kierunki b adaw cze  w  
dziedzin ie  biochem ii i nauk pokrew nych; publikuje też noty z  hi
storii biochemii, zasady po lskiego słownictwa b iochem icznego, 
recenzje nadesłanych książek o ra z  sp raw ozdan ia  ze z jazdów , 
konferencji i szkół, w  których b io rą  udz ia ł cz łonkow ie  Tow arzy
stwa.

Prace p rzeznaczone do  pub likacji w  „Postępach Biochem ii" 
m ogą mieć charakter a rtyku łó w  m onograficznych (do 2 0  stron 
tekstu licząc piśm iennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron tek
stu), o raz krótkich not o najnow szych osiągnięciach i pog lądach  
(do 5 stron tekstu).

A u to rzy artykułu o d p o w ia d a ją  za p raw id łow ość i ścisłość 
podaw anych inform acji o ra z  pop raw ność cy tow anego  piśmien
nictwa. Ujęcie p rac w inno  być syntetyczne, a przedstaw ione za 
gadnienia zilustrowane za pom ocą tabel, rycin: wykresy, schema
ty, reakcje, w z o ry  i fo tografie .

W skazany jest p o d z ia ł a rtyku łó w  m onograficznych na roz
dz ia ły  i podrozdz ia ły , których rzeczow e tytuły tw orzą  spis treści. 
Zgodnie  z przyjętą konw encją ro zd z ia ły  noszą cyfry  rzymskie, 
po d ro zd z ia ły  o d p ow ie d n io  rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po
praw ność log iczna i stylistyczna tekstu w arunkuje jego jedno
znaczność i czytelność. A u to rzy  przeto  w inni unikać składni o b 
cojęzycznej, g w a ry  labo ra to ry jne j, a także o g ran iczać stosowa
nie doraźn ie  tw orzonych skrótów, naw et jeśli b yw a ją  używ ane w  
pracach specjalistycznych. Każda z  nadesłanych do  Redakcji 
prac p od lega  ocenie specja listów  i op racow an iu  redakcyjnemu. 
Redakcja zastrzega sobie m ożliw ość skrócenia tekstu i w p ro w a 
dzenia zm ian nie w p ływ a ją cych  na treść pracy, deklaru je też g o 
towość konsultowania tekstu z Autoram i.

Przekazanie artykułu do  redakcji jest rów noznaczne z 
oświadczeniem , że nadesłana p raca nie była i nie będzie  publiko
w ana w  innym czasopiśmie, jeżeli zostanie og łoszona w  „Postę
pach Biochem ii". W  przypadku , g d y  Autor(zy) zam ierza(ją) 
w łączyć do swego artykułu ilustracje pub likow ane przez auto
rów  prac cytowanych, na leży uzyskać i p rzekazać nam o d p o 
w iedn ią  zgodę  na przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: prosimy o nadsyłanie dw óch  e g zem p la rzy  w ydruku 
o raz dyskietki z tekstem zapisanym  jako * .d o c  w  form acie IBM 
PC. W yd ruk  pow in ien być jednostronny z lewym  marginesem 
około 4  cm, z zachow aniem  p o d w ó jn e g o  odstępu m iędzy w ier
szami, z  użyciem czcionki A ria l CE 11 lub 12. W  p rzypadku  sto
sowania w  tekście liter a lfabetu greckiego prosim y o w pisanie 
ołówkiem  na marginesie ich fonetycznego  brzm ienia.

Strona informacyjna jest n ienum erow ana, zaw ie ra  im iona i 
nazwisko (a) Autora (ów), nazw y, adresy, telefony, adresy e-mail

zak ładów , w  których pracują Autorzy, adres do  korespondencji, 
tytuł artykułu w  języku polskim i angielskim o ra z  -  w  praw ym  do l
nym rogu: liczbę tabel, rycin, w z o ró w  i fo togra fii o ra z  skrócony 
tytuł p racy, zam ieszczany na okładce  czasopisma (do 2 5  zna
ków).

Strona 1 (tytułowa) zaw ie ra  im iona i nazwiska Autorów , 
tytuł p racy w  języku polskim i angielskim , rzeczow y spis treści też 
w  obu językach, tytu ł naukow y każdego  z A u to rów  i ich miejsce 
pracy z adresem pocztow ym  i adresem e-mail o raz  w yka z  stoso
w anych skrótów w  porządku alfabetycznym .

Kolejno numerowane dalsze strony obejm ują tekst pracy, piś
miennictwo, tabele, podpisy i ob jaśnienia rycin, w zo rów  i fo togra
fii.

PIŚMIENNICTWO: W y k a z  piśm iennictwa obejm uje prace 
w  kolejności ich cytow ania  w  tekście, za znacza  się je liczbam i 
porządkow ym i ujętymi w  naw iasy kw adratow e, np. [3, 7, 9 -26 ], 
O dnośniki b ib liogra ficzne  pow inny mieć now ą, uproszczoną fo r
mę. Sposób cytow ania  czasopism (1), m onografii (2), roz
d z ia łów  z  książek jednotom ow ych (3), ro zd z ia łó w  z tom ów  serii 
opracow anych p rzez różnych redakto rów  (5) wskazują poniżej 
podane przykłady.

1. H i l d e b r a n d t G R ,  A r o n s o n  N N ( 1 9 8 0 ) Bio
chim Biophys Acta  631 : 4 9 9 -5 0 2

2. B o s t o c k  CJ ,  S u m m e r  A  T ( 1978) The Eucary- 
otic Chromosome, Elsevier, N orth-H olland, Amsterdam

3. N o r b e r t h  T, P i s c a t o r  M  (1979) W : F r i- 
b e r g  L, N o r d b e r g  G F  V o n  V B  (red) Handbook on the 
Toxicology o f Metals. Elsevier, N orth-H olland, Amsterdam, str. 
5 4 1 -5 5 3

4. D e l e j  J, K e s t e r s  K (19 7 5 ) W : F l o r k i n  M , 
S t o t z  E H  (red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, 
N orth-H olland, Amsterdam, str. 1-7

5. F r a  n k s  N P, L i e b W R  (1981) W : K n i g h t  C 
G  (red) Research Monographs in Celi and Tissue Physiology, t. 7. 
Elsevier, N orth-H olland, Am sterdam, str. 2 4 3 -2 7 2

ILUSTRACJE: ryciny pow inny być zap isane na dyskietce 
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-b iałe  
(kontrastowe) pow inny być w ykonane na pap ierze  m atowym. Ist
nieje m ożliwość w ykonania  reprodukcji barw nych, ale ich koszty 
ponoszą Autorzy. N a  rycinach nie na leży um ieszczać opisów  
słownych, lecz posługiw ać się skrótami. O sie w ykresów  pow inny 
być opa trzone  napisem ła tw o  zrozum iałym . Decyzję o stopniu 
zmniejszenia ryciny podejm uje w yd a w ca . Ilustracji nie należy 
w łączać w  tekst maszynopisu, lecz o d p ow ie d n io  ponum erow ać: 
ryciny noszą cyfry  arabskiej, w z o ry  zaś rzymskie. N a  marginesie 
tekstu na leży zaznaczyć ołów kiem  pre ferow ane miejsce umiesz
czenia ryciny czy w zoru. S łowne objaśnienia znaków  g ra ficz
nych m ożna umieścić w  podpisie  pod  ryciną, rysunkowe zaś je
dynie na planszy ryciny. Tytuły i ob jaśnienia rycin sporządza  się 
w  postaci oddz ie lnego  w ykazu. W yd ruk i ilustracji na leży na o d 
w rocie podpisać imieniem i nazwiskiem  p ierw szego z A u to rów  i 
p ierwszym  słowem tytułu pracy o raz  oznaczyć „gó ra -dó ł" (o łów 
kiem, na odw rocie ). Ze w zg lędu  na w ew nętrzną spoistość a rty 
kułu w skazane jest konstruowanie oryg ina lnych rycin i zb iorczych 
tabel na podstaw ie  danych z piśmiennictwa.

W yd ru k  i za łączn ik i (w  dw u egzem plarzach) o raz  dyskietkę, 
w łaściw ie zabezp ieczone przed uszkodzeniem w  czasie trans
portu, prosimy przesłać na adres:

Redakcja kw artalnika „Postępy B iochem ii"
Polskie Towarzystwo Biochem iczne
ul. Pasteura 3
0 2 -0 9 3  W arszaw a

http://rcin.org.pl



KOMUNIKAT ZARZĄDU GŁÓWNEGO 

POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Prosimy o wnoszenie opłat za składki członkowskie na nasze konto w PBK XIII Oddz. Warszawa nr 
11101053-411050000371.

Jednocześnie uprzejmie informujemy, ze decyzją Zarządu Głównego PTBioch. została zmieniona 
wysokość składki członkowskiej. W roku 2002 wynosi ona:

dla Członków rzeczywistych 70.- zł.
dla Członków studentów 35.- zł

Członkowie, którzy opłacą składkę członkowską za rok 2002, otrzymają bezpłatną prenumeratę kwar
talnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego „Postępy Biochemii”. M ałżeństwa mogą opłacać: 70.- 
+ 45.- = 115.-zł, otrzymają wówczas jeden egzemplarz „Postępów Biochemii”.

Powyższe zmiany nie dotyczą Członków Honorowych Towarzystwa. Natomiast Członkowie-Emery- 
ci -  nadal zwolnieni z opłacania składki członkowskiej -  płacą za prenumeratę „Postępów Biochemii” 25.- zł.

Biblioteki płacą za prenumeratę „Postępów Biochemii” w roku 2001 100.- zł.

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE 

ZAPROSZENIE

Jeżeli chciałabyś/chciałbyś zapisać się na listę e-mailową Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyślij 
e-mail na adres: infoptbioch@ nencki.gov.pl. W polu „subject „ umieść swoje nazwisko i imię (w takiej kolejno
ści i bez polskich znaków diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysyłając taki mail zgadzasz się na to, aby na 
Twój adres e-mailowy przychodziły informacje ZG, listy pojedynczych lub grup członków do ogółu członków, 
informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiały reklamowe. Lista będzie rozsyłać materiały kontrolowa
ne przez moderatora, którym będzie Dariusz Stępkowski, sekretarz Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego, tak więc nie będzie Ci grozić zalew śmieciowej poczty i zawirusowanych „attachmentów”. 
Mam nadzieję, że tą drogąpoprawi się stan poinformowania naszych członków o różnych wydarzeniach nauko
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywności poszczególnych oddziałów naszego Towarzystwa. Być 
może również „Listy do biochemików” redagowane przez p. Teresę W esołowską będą obok wersji drukowanej 
kolportowane przez naszą listę. Zapraszam także do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa

Dariusz Stępkowski

Sekretarz Zarządu Głównego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

http://rcin.org.pl
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