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W TYM NUMERZE „POSTĘPÓW BIOCHEMII" -  MITOCHONDRIA

Od pewnego czasu redakcja nosiła się z pomysłem przygotowania numeru specjalnego naszego czasopisma i taka okazja nadarzyła się sama. 
Hasło „MITOCHNDRIUM" pojawiło się w  orbicie zainteresowań naszego kolegium z dwóch powodów — z okazji organizacji w  Warszawie w  
czerwcu 2006 roku kursu specjalnego FEBS poświęconego mitochondriom, ale przede wszystkim z okazji mijającej w  tym roku osiemdziesiątej 
rocznicy urodzin Pana profesora Lecha Wojtczaka, członka Polskiej Akademii Nauk, profesora Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN im. 
Marcelego Nenckiego, wybitnego bioenergetyka, wychowawcy wielu pokoleń badaczy mitochondriów i prawdziwego autorytetu w tej dziedzi
nie, o licznych kontaktach naukowych w kraju i zagranicą. Z tej okazji Redakcja składa Szanownemu Jubilatowi serdeczne życzenia dalszych 
sukcesów naukowych i dużo zdrowia.

Serdecznie zapraszam także do lektury części numeru poświęconej różnym aspektom biologii mitochondriów — począwszy od właściwo
ści kanałów jonowych zlokalizowanych w błonach mitochondrialnych, a skończywszy na udziale mitochondriów w procesie programowanej 
śmierci komórki — apoptozy. Będzie odrobina historii odkryć dotyczących funkcjonowania mitochondriów, bo bez takiej wiedzy nie można w  
pełni zrozumieć roli, ją ogrywają mitochondria w komórce, będzie też wiele na temat najnowszych osiągnięć mitochondriologii i współczesnych  
kierunków, w  których zmierza ta dynamicznie rozwijająca się dziedzina naszej wiedzy.

Na koniec niech mi wolno podziękować wszystkim Czytelnikom za miłe słowa pod adresem naszej redakcji, za bardzo pozytywne opinie na 
temat naszej pracy, których Państwo nie szczędzicie, a wytrwałym Autorom i Recenzentom ich artykułów, za trud, jaki wkładają w  przygotowa
nie interesujących materiałów i za wspólną pracę przyczyniającą się do utrzymywania wysokiej rangi nadanej czasopismu za czasów kierowania 
pracami redakcji przez Panią profesor Zofię Zielińską. Bez zainteresowanych Czytelników i pełnych zapału Autorów czasopismo nie miałoby 
racji bytu i żadnych szans istnienia. Przekształciłoby się w  sensie dosłownym w czasopismo wirtualne. Jakkolwiek nie będę ukrywał przed 
Państwem, że przekształcenie się kwartalnika w przyszłości w  czasopismo dostępne „on-line", a więc funkcjonujące w przestrzeni wirtualnej, 
jest marzeniem obecnego redaktora naczelnego.

Dziękuję za uwagę i zapraszam jak zwykle do lektury naszego czasopisma oraz do częstego odwiedzania naszej strony internetowej pod 
adresem www.postepybiochemii.pl.
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APARATY DO ELEKTROFOREZY POZIOMEJ
• Szeroka oferta -  dziesięć aparatów  od rozmiaru żelu 6 x 7,5 cm do 25 x 30 cm.
• Możliwość w y lew an ia  żelu bezpośrednio w  aparacie lub poza nim przy użyciu 

estetycznych silikonowych ograniczników.
• Tacka przepuszczająca promienie UV um ożliw ia oglądanie żeli bez ich przenoszenia.
• Widoczny rozdział dzięki b iałemu stolikowi, na którym umieszcza się tackę.
• Dostępne poziomnice, a do aparatów  Mini i Midi zestawy do w ylew an ia  3 żeli na raz.
• Bardzo duży w ybór grzebieni specjalnie oznakowanych kodem kolorów u łatw iającym  

ich w ybór -  czarne 0,75 m m , białe 1 m m , czerwone1,5 m m , niebieskie 2 m m .
• Dostępne są też grzebienie dwustronne, kom patybilne z pipetą w ie lokanałow ą.

MINI

• Fast Mini (10x8  cm)

• Battery Mini (10x8  cm)

• Mini Horizontal (6x7,5 cm)

• Mini-Plus Horizontal (10 x 11,5 cm)

• Wide Format Mini-Plus Horizontal (14,4 x 10,2 cm)

MIDI
•M idi Horizontal (12,8x15 cm)

• Wide Format Midi Horizontal (23 x 14/10 cm)

• Long Format Midi Horizontal (13 x 25 cm)

MAXI (dostępne także wersje z chłodzeniem)

• Maxi Horizontal (20x20 cm)

• Maxi-Plus Horizontal (25 x 30 cm)

Oprócz tego firma Scie-Plas posiada w swej ofercie: aparaty 
do elektroforezy pionowej, blottingu, izoelektroogniskowania 
oraz elektroelucji, zasilacze (Consort), suszarki do żeli, przesłony 
i pudełka do pracy z materiałami radioaktywnymi, stojaki 
na probówki i pipety, pływaki, dyspensery.
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TRAWIENIE W 5 MINUT! 
INNOWACYJNE ENZYMY FastDigest™

Cechy:

• Pojedyncze i podwójne trawienie plazmidowego 

DNA już w 5 min.!

• W zmocniony efekt przy godzinnej inkubacji.

• Jeden bufor reakcyjny dla wszystkich enzymów.

Zastosowanie:

• Szybka analiza klonów.

• Szybkie przygotowywanie wektorów do 

klonowania.

• Standardowe trawienie enzymami 

restrykcyjnymi.

Fast Clone Analysis
Recombinant plasmids from six independent clones

2635 bp 
1784 bp 

559 bp

Nl„ M 2 -  ZipRuler™ Express DNA Ladder Set ( # S M 1 3 7 3 )
C -  Control pU C 19, DNA double digested with FastDigest™ EcoRI and 

FastDigest™ Hindlll in 5 minutes  
1 -6 -  Miniprep DNA from  recom binant clones. Double digested with

FastDigest™ EcoRI and FastDigest™ Hindlll In 5 minutes

PORÓWNANIE TRADYCYJNEGO PROTOKOŁU TRAWIENIA Z SZYBKIM -  FastDigest™

Etap Szybki Protokół Tradycyjny Protokół Produkty Fermentas do szybkiego Protokołu

Oczyszczanie i pipetowanie DNA 15 min. 40 min. GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (#K0501/2/3)

Przygotowywanie Master Mix 

Trawienie

6 min. 

5 min.

6 min. 

60 min.

FastDigest™ enzymy restrykcyjne (Apal, BamHI, Bcul, 
BstXI, Bsu15l, Eco32l, EcoRI, Hindlll, Kpnl, Ncol, Ndel, 
Notl, Pael, Pstl, Sacl, Smal)

Bglll,

Elektroforeza 17 min. 40 min. ZipRuler™ Express DNA Ladder Set (#SM1373)
GeneRuler™ Express DNA Ladder (#S M 1151/2/3, SM1163) 
FastRuler™ DNA Ladder Middle Range (# S m 1 113)

Całkowity czas 43 min. 146 min.

(Łjs>

Fermentas
L I F E  S C I E N C E S

www.fermentas.com
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M A P A  P O L S K I E J  B I O C H E M I I

Szkoła Główna Gospodarstwa W iejskiego  
to Tradycja i Nowoczesność  
http://www.sggw.pl

Dr inż. Krzysztof Szw ejk

Rzecznik prasow y SGGW
ul. N ow oursynow ska 166, 02-787 W arszwa
tel: (48 22) 58-31-000
e-mail: rzecznik@ sggw.waw.pl

SGGW bierze swoje początki od 
Instytutu Agronomicznego w Mary- 
moncie, powołanego 23 września 1816 
roku, m.in. przez Stanisława Staszica i 
Stanisława Kostkę Potockiego. Pierw-

Fotografia 1. Pałac Rektorski SGGW.

szym dyrektorem Instytutu był Jerzy 
Beniamin Flatt, jeden z najlepszych 
znawców stosunków gospodarczych 
w  Królestwie Polskim. Instytut w 
Marymoncie, protoplasta SGGW, był 
pierwszą uczelnią rolniczą w Polsce i 
czwartą w Europie. Mimo burzliwych 
losów, jego działalność przyczyniła 
się w  znaczący sposób do rozwoju 
polskiego rolnictwa i polskiego szkol
nictwa rolniczego.

Tradycje i idee Instytutu Marymon- 
ckiego stały się inspiracją do utw orze
nia w  1906 roku W ydziału Rolniczego 
przy Towarzystwie Kursów Nauko
wych, w  1911 roku Kursów Przem y
słowo-Rolniczych, w  1916 roku W yż
szej Szkoły Rolniczej oraz Królewsko- 
Polskiej Szkoły Głównej G ospodar
stwa Wiejskiego, w  której pierwsza

studentów zajęcia: gry zespołowe — 
siatkówka, koszykówka, piłka nożna, 
tenis stołowy i ziemny; aerobic; siłow
nia; pływanie; judo, samoobrona oraz 
rehabilitacja ruchowa.

SGGW zapewnia swoim studen
tom bardzo dobre w arunki mieszka
niowe — dysponuje blisko 4 tysiącami 
miejsc w czternastu akademikach o 1, 
2 i 3 osobowych pokojach. Najnowszy 
z nich posiada wyłącznie pokoje 1 i 2 
osobowe, każdy z łazienką i aneksem 
kuchennym. Zdecydowana większość 
dom ów studenckich podłączona jest 
do wewnętrznej sieci internetowej.

Zainteresowanie kształceniem w 
SGGW jest wciąż bardzo duże - liczba 
kandydatów  na 1 miejsce przekracza 
6 osób, a na kierunkach najbardziej 
popularnych nawet 20. Dlatego dla 
przyszłych studentów Uczelnia or
ganizuje wiosenne kursy przygoto
wujące do m atury oraz egzaminów 
wstępnych.

Przy Uczelni działa szereg or
ganizacji studenckich: Agrokadra,
Akademicki Klub Turystyczny, Aka
demickie Stowarzyszenie Katolickie 
Soli Deo, Biuro Spraw Studenckich, 
G rupa BUDDY — ESN, Chór Aka
demicki, Studenckie Stowarzyszenie 
W eterynaryjne, Ludowy Zespół Ar

Na terenie Uczelni 
znajdują się now o
czesne obiekty spor
towe — korty teniso
we, siłownia, pływal
nia, hale sportowe — 
w spierane przez Stu
dium  W ychowania 
Fizycznego i Sportu, 
które organizuje dla Fotografia 2. N owoczesny budynek dydaktyczny — W ydział Technologii 

Żywności.

inauguracja roku akademickiego od 
była się 12 października 1918 roku.

W czasie II wojny światowej, mimo 
zamknięcia przez niemieckiego oku 
panta, Uczelnia nadal p row adziła n a 
uczanie. W czasie okupacji, w trakcie 
okresu tajnej działalności, w ydano 
130 dyplom ów  ukończenia studiów , 
a w  1945 roku zgłoszono i zatw ier
dzono 66 dyplom ów  i 3 doktoraty. 
Na ruinach bestialsko zniszczonej 
stolicy, tuż po odzyskaniu n iepodle

głości, 15 maja 1945 
roku, SGGW jako 
pierw sza Uczelnia w 
W arszawie za inau 
gurow ała pierw szy 
pow ojenny rok aka
demicki.

Dzisiejsza Szkoła 
Główna Gospodar
stwa Wiejskiego to 
nie tylko tradycja ale 
także nowoczesność 
(Fot. 1). W XXI wiek 
SGGW wkroczyła z 
imponującą liczbą 24 
tys. studentów  oraz 
w spaniałym  now o
czesnym zapleczem 
n a u k o w o - d y d a k 

tycznym. Dla wszystkich działających 
w Uczelni wydziałów, w ybudow ano 
i wyrem ontowano 
wspaniałe obiekty 
dydaktyczne, które 
swym  poziomem i 
wyposażeniem  rów 
nają do najlepszych 
w Europie i na świe
cie (Fot. 2).

Postępy Biochemii 52 (2) 2006 109http://rcin.org.pl

http://www.sggw.pl
mailto:rzecznik@sggw.waw.pl


tystyczny „Prom ni" im. Zofii Sola- 
rzowej, Program  wym iennego kształ
cenia studentów  MostAR, w ydzia 
łowe Sam orządy Studentów  i Koła 
Naukowe, Akademicki Klub Sporto
wy, Zrzeszenie Studentów  Polskich, 
IAAS-Polska — M iędzynarodow a 
Organizacja Studentów  Kierunków 
Rolniczych i N auk Pokrewnych, N A 
PIS — Niezależny Akademicki Por
tal Informacyjny SGGW, Studencki 
Klub W spinaczkowy oraz A kade
micki Inkubator Przedsiębiorczości. 
Działające w  Uczelni w ydaw nictw o 
publikuje corocznie blisko 120 ty tu 
łów, proponując swoim studentom  
duży w ybór podręczników  akade
mickich, skryptów, przew odników  
do ćwiczeń, monografii i publikacji 
popularno-naukow ych.

Studia w SGGW odbywają się 
w  systemie stacjonarnym, w ie
czorowym  i zaocznym. Uczelnia 
kształci swoich studentów  na 23. 
kierunkach — sześć z nich: biotech
nologia, informatyka i ekonometria, 
gospodarka przestrzenna, ochrona śro
dowiska, towaroznawstwo oraz tury
styka i rekreacja, realizowanych jest 
na studiach m iędzywydziałowych. 
Kształcenie na pozostałych 17. kie
runkach: architektura krajobrazu, bio
logia, budownictwo, ekonomia, finanse 
i bankowość, inżynieria środowiska, leś
nictwo, ogrodnictwo, rolnictwo, socjolo
gia, technika rolnicza i leśna, technologia 
drewna, technologia żywności i żywienie 
człowieka, weterynaria, zarządzanie i in
żynieria produkcji, zarządzanie i marke
ting oraz zootechnika, SGGW realizuje 
w 11. wydziałach: Rolnictwa i Biologii, 
Medycyny Weterynaryjnej, Leśnym, 
Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, 
Inżynierii i Kształtowania Środowiska, 
Technologii Drewna, Nauk o Zwierzę
tach, Technologii Żywności, Nauk o 
Żywieniu Człowieka i Konsumpcji, In
żynierii Produkcji oraz Ekonomiczno- 
Rolniczym.

Uczelnia kształci także w  7. zamiej
scowych, specjalistycznych, ośrod
kach dydaktycznych, w: Leśnej Pod
laskiej, Sierpcu, Radomiu, Lubiejewie, 
Łowiczu, Widzewie i Przasnyszu. 
SGGW posiada własne zakłady do 
świadczalne do prowadzenia ćwiczeń 
terenowych i odbywania praktyk z 
zakresu rolnictwa, leśnictwa, ogrod
nictwa i hodowli zwierząt. Studenci

korzystają również z atrakcyjnych 
praktyk zagranicznych.

W 2000 roku w drożono w Uczel
ni — ułatwiający studiow anie  i p ro 
cedury związane z uznaw aniem  
studiów  realizowanych za grani
cą — Europejski System Transferu 
Punktów  (ECTS). Systematycznie 
w zrasta liczba studen tów  SGGW 
wyjeżdżających na uczelnie europej
skie w  ram ach program ów  TEMPUS 
i SOCRATES. Od 1998 roku SGGW 
bierze czynny udział w  program ie 
SOCRATES/ERASMUS, k tóry jest 
najw iększym  program em  edukacyj
nym. W ram ach program u ERASMUS 
studenci uczelni utw orzyli tzw. g ru 
pę BUDDY -  ESN-SGGW , która jest 
kontynuacją ich pobytu za granicą 
lub dobrym  w stępem  do takiego w y 
jazdu. Członkowie grupy pomagają 
swoim  zagranicznym  kolegom  bio
rącym udział w program ie w zaakli
m atyzow aniu  się w now ych polskich 
w arunkach. Od 2000 roku zaczęła w 
Uczelni działać now a edycja progra 
mu LEONARDO DA VINCI II, po 
święconego kształceniu i szkoleniu 
zaw odow em u. W spieranie w ym iany 
akademickiej w zakresie kształcenia 
i doskonalenia zaw odow ego stu 
dentów  i nauczycieli akadem ickich 
odbyw a się rów nież poprzez reali
zację m iędzynarodow ego p rogram u 
CEEPUS. W ażnym elem entem  poli
tyki Uczelni jest internacjonalizacja, 
realizow ana przez prow adzenie  w y 
kładów  w języku angielskim, w spo 
m aganych przez uczelniane S tudium  
Praktycznej N auki Języków Obcych. 
W m urach Uczelni studiuje m łodzież 
z całego świata, m.in. z Austrii, Bel
gii, Białorusi, Chin, Francji, Holandii, 
Korei Południowej, Litwy, Niemiec, 
Republiki Czech, Republiki Słowacji, 
Ukrainy, USA, a także z innych kra 
jów Afryki i Azji.

Uczelnia jest członkiem wielu 
światowych organizacji. M iędzynaro
dową działalność aktywnie wspierają 
kom petentne jednostki SGGW: Biuro 
W spółpracy M iędzynarodowej, Cen
trum  Program ów Europejskich, Bran
żowy Punkt Kontaktowy Program ów 
Ramowych UE. Szkoła Główna Go
spodarstw a Wiejskiego w W arszawie 
jest uznanym  w świecie nowoczes
nym  uniwersytetem  przyrodniczym  
oferującym szerokie możliwości ed u 

kacyjne w  przyjaznej akademickiej at
mosferze.

SGGW to między innymi:

• Nr 1 w rankingach: rankingi w e
dług Rzeczpospolitej, Perspek
tyw, Przekroju i M agazynu Stu
denckiego SEMESTR

• Uczelnia Przyjazna Studentom: 
konkurs „PROstudent 2004"

• Najbardziej oblegana uczelnia w  
Polsce: od kilku lat 6-7 kandyda
tów na jedno miejsce, rekrutacja 
na studia przez Internet

• 24 000 studentów
• 1 200 wykładowców
• 23 kierunki studiów
• 60 specjalności
• 11 wydziałów
• Wspólne badania naukowe i dy

daktyczne z 214 zagranicznymi 
uczelniami z 44 państw  świata

• Nowoczesny Kampus: ponad 70 
hektarów powierzchni, podziem 
ny parking

• Doskonałe warunki dydaktycz
ne: możliwość jednoczesnego
studiowania na innych uczel
niach rolniczych — Program MO
STAR, 1 500 pomieszczeń dydak 
tycznych, 60 pracowni kom pute
rowych, 300 sal w ykładowych i 
ćwiczeniowych, 24 aule, now o
czesna biblioteka, Klinika Małych 
Zwierząt, Klinika Koni, Zwierzę
tarnia, kilka zakładów dośw iad
czalnych i gospodarstw  rolnych 
w całym kraju

• 4 000 miejsc w  14-tu doskonale 
wyposażonych Domach Stu
denckich: Internet przy każdym  
łóżku, kilkanaście stołówek stu 
denckich

• Nowoczesne obiekty sportowe:
kryta pływalnia, hale sportowe, 
kryte korty tenisowe, siłownia, 
boiska sportowe, ośrodek hipo
terapii

KATEDRA BIOCHEMII (WYDZIAŁ 
ROLNICTWA I BIOLOGII SGGW)

prof. dr hab. W iesław  Bielaw ski 
— kierow nik  Katedry

Katedra Biochemii została u tw o
rzona w 1949 roku i była wówczas 
pierwszą placówką biochemiczną 
wśród polskich uczelni rolniczych. Jej 
organizatorem i pierwszym kierow

110 w ww.postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


nikiem był prof. I. Reifer. W okresie 
57 lat istnienia przeszła wiele zmian 
organizacyjnych i strukturalnych. 
Obecnie Katedra Biochemii wchodzi 
w  skład W ydziału Rolnictwa i Biolo
gii, zatrudniając 14. nauczycieli aka
demickich, w  tym 3. profesorów i 11. 
doktorów (Fot. 3). Realizuje dydakty
kę dla studentów  studiów stacjonar
nych, wieczorowych i zaocznych 9.

kierunków studiów SGGW (biologia, 
biotechnologia, ochrona środowiska, 
ogrodnictwo, rolnictwo, technologia 
żywności, towaroznawstwo, zootech
nika, żywienie człowieka). Głównym 
celem nauczania biochemii jest zapo
znanie studentów  z molekularnymi 
podstaw am i funkcjonowania żywych 
organizmów. Omawiane zagadnie
nia stanowią podstawę do lepszego 
zrozum ienia takich przedm iotów jak

fizjologia roślin i zwierząt, genetyka, 
hodowla, biologia komórki. Umoż
liwiają także zrozumienie powiązań 
między mechanizmami biochemicz
nymi a wysokością i 
jakością plonów roślin 
upraw nych, efektyw
nością produkcji zwie
rzęcej i przetwórstwem  
surowców roślinnych i 

zw ierzęcych .
Poza podsta
w ow ym  kur
sem bioche
mii, w  którym 
u c z e s t n i c z y  
rocznie około 
1700 studen
tów, pracow
nicy katedry 
p r o w a d z ą  
również zaję
cia fakultatyw
ne z biochemii 
e k o lo g ic z n e j ,  
e n z y m o lo g i i ,  
b ioenergetyki, 

biochemii klinicznej, bio
logii molekularnej, m eta
bolizmu związków azoto
wych w  roślinach i glebie, 
wykorzystania mikroor
ganizm ów w ochronie 
środowiska i przemyśle.
W ram ach działalności 
dydaktycznej w  katedrze 
opracowano szereg pod 
ręczników i skryptów

akademickich, monografii oraz doko
nano kilku tłumaczeń książek. O pra
cowania te przez wiele lat służyły 
studentom  różnorodnych kierunków 
studiów SGGW i pozostałych uczelni 
rolniczych oraz studentom  biologii 
i biotechnologii niektórych uniw er
sytetów i politechnik. Działalność 
naukow a katedry aktualnie obejmuje 
zagadnienia dotyczące: biochemicz
nych mechanizmów odporności zbóż 
na porastanie, funkcji proteaz i ich in
hibitorów w procesie wykształcania 
się i kiełkowania ziarniaków zbóż, 
roli proteolizy w tolerancji odw od
nienia, charakterystyki funkcjonal
nej i molekularnej enzymów szlaku 
syntezy AB A, znaczenia fosforylacji 
skrobi tranzytowej w  czasie jej roz
kładu. Ponadto, od wielu lat rozwi
jane są badania nad asymilacją azotu 
nieorganicznego oraz przemianami 
am inokwasów u roślin o różnych ty
pach fotosyntezy i w  zmieniających 
się w arunkach fizjologicznych. Na 
szczególną uwagę zasługują badania 
związane z metabolizmem bakterii

Fotografía 5. Sala ćwiczeń.

Fotografia 6. Sala ćwiczeń.
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Fotografia 3. Pracownicy i doktoranci Katedry Biochemii.

Fotografia 4. Pracow nia biologii molekularnej.
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glebowych z rodzaju Pseudomonas, 
gdyż realizowane są niemal od po
czątku istnienia katedry. Ostatnio 
dotyczą one zdolności tych bakterii 
do syntezy i wydzielania do podłoża 
wielu enzymów oraz sideroforów. Ba
dania naukow e prowadzone są przy 
zastosowaniu najnowszych technik 
biochemicznych, metod biologii m o
lekularnej i bioinformatyki. Labora
toria Katedry Biochemii wyposażone 
są w nowoczesną aparaturę naukową 
zakupioną w ramach grantów apara
turowych lub ze środków inwestycyj
nych uczelni (Fot. 4). Niektóre z wyżej 
wymienionych tematów badawczych 
realizowane są w ramach współpracy 
z zagranicznymi instytucjami nauko
wymi, m.in. Uniwersytetem w Pocz
damie, Uniwersytetem Benguriona w 
Izraelu, Uniwersytetem Walijskim w 
Aberystwyth. W wymianie dośw iad
czeń naukowych z zagranicą uczest
niczą zarówno pracownicy, doktoran
ci, jak i studenci starszych lat studiów 
(Fot. 5, 6).

KATEDRA NAUK 
FIZJOLOGICZNYCH 
(WYDZIAŁ MEDYCYNY 
WETERYNARYJNEJ SGGW)

prof. dr hab. Tom asz M otyl — 
kierow nik Katedry

Katedra N auk Fizjologicznych 
W ydziału M edycyny Weterynaryjnej 
jest jednostką SGGW, w której poza 
działalnością dydaktyczną jako prio
rytetowe uznaje się badania nauko
we oraz kształcenie kadry naukowej. 
W skład Katedry w chodzą 3 zakłady: 
Biochemii, Dietetyki i Fizjologii, w 
których zatrudnionych jest łącznie 
15 nauczycieli (5 profesorów, 3 dok
torów habilitowanych, profesorów 
SGGW, 7 adiunktów ) i 10 pracow 
ników technicznych. Wieloletnim 
kierownikiem  Katedry (1969-2000 r.) 
był prof. dr hab. Wiesław Barej, a od 
2000 r. pełni tę funkcję prof. dr hab. 
Tomasz Motyl, profesor zwyczajny. 
Pracownicy Katedry p row adzą bar
dzo szeroką działalność dydaktyczną, 
łącznie 4925 godzin realizowanych 
w  ram ach 15 przedm iotów  na kilku 
w ydziałach SGGW. Przy Katedrze 
N auk Fizjologicznych funkcjonuje 
jedno z najstarszych w SGGW sta
cjonarnych studiów  doktoranckich: 
„Regulacja w zrostu i metabolizmu 
zw ierząt oraz u trzym ania ich zdro 

w ia", kształcące absolwentów biolo
gii, biotechnologii, weterynarii, zoo
techniki, rolnictwa i farmacji. W 2005 
r. w  Katedrze N auk Fizjologicznych 
w yprom ow ano 9 doktorów. W Kate
drze prow adzone są badania nauko 
we z zakresu biochemii, biologii m o
lekularnej, funkcjonalnej genomiki, 
c y to f iz jo lo 
gii, dietetyki 
i klasycznej 
fizjologii. W 
2005 r. re
a l i z o w a n o  
22 granty 
b a d a w c z e .
W ym iernym  
efektem tej 
d z i a ł a l n o 
ści było 109 
p u b l i k a c j i ,  
w tym  57 
prac recen
zow anych (z 
czego 41 w 
czasopismach z tzw. listy filadelfij
skiej), 6 monografii i podręczników, 
10 prac popularno-naukow ych i 36 
kom unikatów  naukow ych prezento 
w anych na konferencjach krajowych 
i zagranicznych. Katedra posiada 
wiele, bardzo dobrze w yposażonych 
laboratoriów, m.in. pracownię cy- 
tom etryczną z m ikroskopem  konfo- 
kalnym, laserowym  cytom etrem  ska
ningow ym  i system em  Microimage, 
pracownię funkcjonalnej genomiki ze 
skanerem mikromacierzy DNA i biał
ka (Fot. 7), 
au to m aty cz 
nym  hybry- 
d y z a t o r e m  
(Fot. 8) i ze
stawem do 
R e a l - t i m e  
PCR, pra 
cowni chro
m a t o g r a f i i  
w y s o k o -  
s p r a w n o ś -  
ciowej i gazo
wej, labora
torium spek- 
t r o m e t r i i 
a t o m o w e j ,
4 pracownie kultur komórkowych 
i 3 biologii molekularnej, a także w 
pełni w yposażoną zwierzętarnię.

Działalność naukow a Zakładu 
Biochemii aktualnie obejmuje zagad 
nienia w pływ u makro- i m ikroele

m entów  i innych składników diety 
(chrom, bor, karnityna, kwasy tłusz
czowe, am inokwasy itd.) na ekspre
sję genów (nutrigenomika), procesy 
energetyczne, stan zdrow ia zwierząt, 
a pośrednio i ludzi oraz wyjaśnienie 
m echanizm ów  na poziomie kom ór
kowym, przez które te związki dzia 

łają. Działalność 
naukow a Za
kładu Dietetyki 
koncentruje się 
na badaniach 
d o t y c z ą c y c h  
b io a k ty w n y c h  
czynników po- 
k a r m o w y c h  
zaw artych w 
owocach, w a 
rzyw ach oraz 
grzybach i ich 
w pływ u na m e
tabolizm i zd ro 
wotność. Bada- 
n iaprow adzone 

w e w spółpracy z H ebrew  University 
of Jerusalem wykazały, m.in., że na- 
ringina (flawon obecny w  grejpfru
tach) oraz inne bioaktywne czynniki 
zaw arte w  tych owocach, a także w 
jabłkach, pieczarkach i czosnku w y 
wierają działanie hipolipidem iczne 
i przeciwutleniające u zw ierząt kar
m ionych dietam i aterogennymi. Od 
wielu lat prow adzone są badania nad 
ochronnym  w pływ em  kw asu 3-hy- 
droksy-3-m etylom asłow ego(H M B ), 
ketokwasowej pochodnej leucyny, na 

organizm  ludzi i 
zwierząt. Bada
nia te zainicjo
w ane w latach 
90-ych ubie
głego w ieku w 
USA w Iowa 
State University 
są obecnie kon
tynuow ane w 
Polsce. Badania 
te udow odniły, 
że HMB pełni 
w ażną fizjolo
giczną funkcję 
w pobudza 
niu systemu 

odpornościow ego i zapobieganiu 
chorobom  wyniszczającym, zwią
zanych z nasilonym  katabolizm em  
białek. Świadczą o tym  wyniki do 
świadczeń, w  których podaw anie 
HMB w  połączeniu z glutam iną i
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argininą osobom chorym na AIDS 
zaham ow ało utratę masy ciała. Po
dobny efekt zaobserw ow ano u osób 
chorych na raka. Bardzo obiecujące 
są wyniki stosowania HMB u dzieci 
chorych na dystrofię mięśniową typu 
D uchanne'a. We w spółpracy z po
znańską kliniką pediatrii zw iązek ten 
jest podaw any m łodym  chłopcom 
cierpiącym na ten typ choroby. We 
w szystkich przypadkach obserwuje
my popraw ę stanu zdrow ia pacjen
tów  z jednoczesnym  zmniejszeniem 
bądź całkowitym wyelim inow aniem  
konieczności podaw ania steroidów. 
Obecnie w końcowej fazie są bada
nia nad  w pływ em  HMB na organizm  
myszy MDX z genetycznie uw aru n 
kow aną dystrofią mięśniową. Inspi
racją tego typu badań były korzystne 
efekty podaw ania HMB u dzieci.

W Zakładzie Fizjologii od wielu 
lat prow adzone są badania nad m o
lekularnymi mechanizmami progra
mowanej śmierci komórki (apoptozy, 
autofagii) na modelu komórek zdro 
w ych oraz stransformowanych nowo- 
tworowo. Opracowana w Katedrze 
m etoda homeostatycznej mikroskopii 
konfokalnej umożliwia ocenę ilościo
wą dynamiki zmian zachodzących 
w żywej komórce w  układzie cztero- 
w ym iarow ym  (3D w czasie). Została 
ona wykorzystana do zobrazowania 
kinetyki redystrybucji białek zaanga
żow anych w proces regulacji i w  fazę 
w ykonaw czą apoptozy i autofagii w 
doświadczeniu na żywych kom ór
kach. Modelem fizjologicznym w ba
daniach apoptozy i autofagii jest gru 
czoł sutkowy w warunkach inwolucji 
oraz przew ód pokarm owy podczas 
p rzebudow y we wczesnym okresie 
postnatalnym . Najczęściej eksploro
w anym i modelami patologicznymi są 
rak sutka i gruczolakorak okrężnicy 
oraz linie komórkowe w yprow adzo
ne z tych nowotworów, np. MCF-7, 
MDA-MB231, COLO205. Badania nad 
program ow aną śmiercią komórek w 
gruczole sutkowym i raku sutka pro 
w adzone są we współpracy z labora
toriam i europejskimi w  ramach Akcji 
COST B20 „Mammary gland develop
m ent function and cancer".

Inne badania dotyczą rozwoju 
morfologicznego i czynnościowego 
przew odu  pokarmowego głównie 
prosiąt, szczurów i cieląt w  okresie 
od urodzenia do pierwszych dni po

odsądzeniu. Obejmują on głównie 
problematykę wpływ u bioaktywnych 
peptydów  siary, mleka, pokarm ów 
pochodzenia roślinnego oraz endo
gennych czynników troficznych (EGF, 
IGF), peptydów  regulacyjnych (CCK) 
i horm onów  (insuliny, leptyny, greli- 
ny) na procesy przebudow y nabłonka 
we wczesnym okresie rozwoju post- 
natalnego z użyciem komórkowych 
m arkerów dojrzewania nabłonka je
litowego. Jednym z istotnych celów 
perspektywicznych jest badanie na 
ile okres intensywnego rozwoju prze
w odu pokarmowego u now orodków  
może mieć w pływ  na jego funkcję w 
wieku dojrzałym. Użycie nowo na
rodzonych prosiąt, z uwagi na w y 
stępujące podobieństwa w budowie 
i funkcji do przew odu pokarm ow e
go now orodków  człowieka (o wiele 
większe niż tradycyjnych zwierząt 
laboratoryjnych), poza możliwością 
bezpośredniego wykorzystania w y
ników badań w produkcji zwierzę
cej, dostarczy także niezbędnej wie
dzy medycynie ludzkiej. Badania są 
prow adzone w ścisłej współpracy z 
placówkami PAN (Instytut Fizjolo
gii i Żywienia Zwierząt w Jabłonnie, 
Instytut Biochemii i Biofizyki w W ar
szawie), uniwersyteckimi (Collegium 
M edium UJ, AR w Lublinie, KUL) 
oraz za granicą.

Kolejną wiodącą tematyką ba
dawczą jest regulacja miogenezy i 
metabolizm u mięśni szkieletowych, 
w ram ach którego realizowane są 
takie cele jak: ocena transkryptom u 
kom órek m ięśniowych u bydła i 
myszy z polimorfizmem genu mio- 
statyny, porów nanie transkryptom u 
mięśni szkieletowych u ras by d 
ła wolno- i szybkorosnących oraz 
opracow anie wzorca ekspresyjnego 
charakterystycznego dla szybkiego 
wzrostu masy mięśniowej, znaczenie 
zaburzeń hom eostazy prooksyda- 
cyjno-antyoksydacyjnej w  rozwoju 
mięśnia szkieletowego, znaczenie 
m itochondrium  w m olekularnym  
mechanizmie miogenezy indukow a
nej insuliną, m olekularne podstaw y 
oporności na insulinę w mięśniach 
szkieletowych zw ierząt z cukrzycą 
doświadczalną, transplantacje kom ó
rek miogennych do zwieracza cewki 
moczowej jako narzędzie inżynierii 
tkankowej w  leczeniu stanów  nie- 
trzym ania moczu. Powyższe badania 
realizowane są we współpracy z In

stytutem  Genetyki i H odow li Zwie
rząt PAN w Jastrzębcu, Agricultural 
Biotechnology Center, Gódólló oraz 
innymi ośrodkam i europejskimi w 
ram ach Akcji COST 925 i COST 927.

KATEDRA BIOTECHNOLOGII, 
MIKROBIOLOGII I OCENY 
ŻYWNOŚCI (WYDZIAŁ 
TECHNOLOGII ŻYWNOŚCI SGGW)

dr inż. Rafał W ołosiak — adjunkt 
w  Katedrze

Elementy biochemii stosowanej 
obecne są także w działalności na
ukowej i dydaktycznej W ydziału 
Technologii Żywności SGGW. Pra
cownicy Zakładu Oceny Jakości 
Żywności, jednostki należącej do 
Katedry Biotechnologii, M ikrobiolo
gii i Oceny Żywności wykorzystują 
m etody biochemiczne do badania 
zarów no zawartości wybranych 
składników żywności (np. enzym a
tyczne oznaczanie zawartości w ita
miny C, inhibitorów proteaz), jak i 
przede wszystkim  do badania spe
cyficznych właściwości i przem ian 
składników żywności. Obejmuje to 
m onitorow anie stopnia hydrolizy 
preparatów  białkowych pod działa
niem różnych proteaz oraz badania 
strawności preparatów  białkowych 
i skrobiowych m etodam i wieloen- 
zymatycznymi. M etody te znalazły 
m.in. zastosowanie przy charakte
rystyce białek krystalicznych o cie
kawych właściwościach uzyskanych 
z frakcji globulin fasoli, preparatów  
białek roślin strączkowych stosowa
nych jako naturalne inhibitory reak
cji oksydacyjnych oraz preparatów  
skrobi uzyskanych z nowych, niew y
korzystyw anych dotąd przem ysło
wo źródeł. Ponadto badania obejmu
ją zakres modyfikacji oksydacyjnej 
białek roślinnych i zwierzęcych pod 
w pływ em  rodników  hydroksylo
w ych i kom pleksu produktów  au- 
tooksydacji kwasów tłuszczowych, 
m onitorow ane są zarów no straty 
labilnych am inokwasów, tworzenie 
w ybranych pochodnych am inokw a
sów o charakterze antyżywienio- 
wym, jak i przem iany strukturalne 
białek (polimeryzacja, fragmentacja) 
oraz ich strawność. Uzyskane w ten 
sposób doświadczenia w ykorzystane 
zostały w dydaktyce podczas realiza
cji przedm iotu  fakultatywnego „Bio
chemia żywności".
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W Y D A R Z E N I A  -  O P I N I E  -  K O M E N T A R Z E

O dpow iedź Polskiej Federacji Biotechnologii na 
Stanowisko Komitetu Ochrony Przyrody PAN w  sprawie 
upraw GMO i żywności z GMO z dnia 25.11. 2005 r.

Tom asz Twardowski

Polska Federacja Biotechnologii, Instytut 
Biochemii Technicznej, Politechnika Łódzka, 
ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 Łódź

Z dużą przykrością zapoznaliśmy 
się ze „Stanowiskiem KOP" z dnia
25.11.2005 r., bowiem jest to rzad
ki przypadek polemiki w ewnątrz 
środowiska naukowego, w którym 
naukowcy, przedstawiciele KOP, 
przedstawiają merytorycznie błędne 
informacje dotyczące zarówno da
nych naukowych, jak i prawnych czy 
też administracyjnych. Znamienne 
jest również, że KOP przesłał swoje 
stanowiska do PFB dopiero 20 stycz
nia 2006 r., aczkolwiek polemizuje z 
opiniami wcześniej prezentowanymi 
przez Federację. W swej odpowiedzi 
przedstawiam y jedynie najbardziej 
elementarne wyjaśnienia:

1. KOP PODAJE:

„(....) Dla przypomnienia KOP PAN  
wskazuje na uchwały samorządów 15 wo
jewództw, sprzeciwiające się wprowadza
niu żywności, pasz i upraw genetycznie 
zmodyfikowanych roślin na obszar swoich 
województw, protesty licznych organizacji 
pozarządowych wskazujące na zagrożenia 
powodowane wprowadzaniem GMO, a 
także najnowsze wyniki badań i obserwa
cji, również dotyczące Polski, wskazujące 
na niedopuszczalne lekceważenie zasad 
bezpieczeństwa konsumentów, zwierząt 
hodowlanych i zabezpieczenia środowiska 
przed nielegalnym i/lub nieświadomym 
wprowadzaniem do obrotu i uprawy ro
ślin genetycznie zmodyfikowanych (...)"

WYJAŚNIENIE:

W opinii Biura Prawnego Sejmu 
projekt uchwały w sprawie ustano
wienia obszaru Rzeczypospolitej Pol
skiej strefą wolną od GMO:

— jest niezgodny z art. 87 Konstytu
cji, ponieważ wkracza w materię
zastrzeżoną dla ustawy, naruszając
obowiązujący system źródeł prawa,

— jest niezgodny z art. 69 Regulami
nu Sejmu, ponieważ nie mieści się 
w  żadnej z kategorii uchwał w  tym 
spisie,

— w sposób nieuprawniony ingeru
je w rozgraniczenie kompetencji 
władz: Sejmu i rządu (art. 10 Kon
stytucji) oraz rządu i sam orządu 
terytorialnego (art. 148 pkt 6, art. 
94 i art. 87 ust. 2 Konstytucji),

— jest sprzeczny z ustaw ą o orga
nizmach genetycznie zmodyfiko
wanych i narusza konstytucyjną 
zasadę praw  nabytych (art. 2 Kon
stytucji),

— jest niezgodny z dyrektywą Par
lamentu Europejskiego i Rady 
2001/18/WE oraz dyrektywą Rady 
200y53/WE w zakresie, w  jakim 
w prow adza generalny zakaz 
upraw  GMO.

Negatywna decyzja Sądu UE I In
stancji (Luksemburg, 3 IX 2005):

„TJie European Union (EU) Court of 
First Instance dampened the draft law set 
by the Upper Austria Region to ban the 
planting of genetically modified crops. 
The Court said Austria failed to present 
science-based data to justify their case and 
arguments invoking the precautionary 
principle lacked merit." (The EuropaBio 
website at h ttp ://w w w .eu ro p ab io . 
org provides a link to the court or
der).

W ocenie Komisji Europejskiej, na 
podstawie wykonanych 81 projek
tów badawczych z udziałem  GMO w 
zakresie biobezpieczeństwa Komisja 
oświadczyła, że prace z GMO nie tyl
ko nie są zagrożeniem, ale w  realnych 
w arunkach są wręcz bezpieczniejsze 
niż standardow e rośliny (Firoz AMI- 
JEE, Pioneer Overseas Corporation 
and European N etwork of GMO Lab
oratories, United Kingdom, Brussels, 
11-13.11.2002).

International Life Sciences Institu
te, 26-28.06.2000 r., Limelette, Belgia.

Konkluzje dotyczące żywności 
(pasz) GM:
— DNA, włączając rekombinowany 

DNA, składa się z tych samych 
czterech nukleotydów;

— obecnie stosowane techniki rekom 
binacji w  łańcuchu żywnościowym 
nie powodują zmian w chemicznej 
charakterystyce DNA (biorąc pod 
uwagę naturalne zróżnicowanie 
sekwencji DNA),

— nie ma różnic w podatności rekom- 
binowanego DNA i pozostałego 
DNA na hydrolizę chemiczną lub 
enzymatyczną,

— przemiany produktów  trawienia 
DNA nie zależą od pochodzenia 
DNA,

— DNA nie jest toksyczne przy zw y
czajowych poziomach spożycia,

— nie ma dow odów  potwierdzają
cych alergenne lub inne immuno- 
genne właściwości DNA z konsu
mowanej żywności modyfikowanej 
genetycznie,

— nie wyklucza się możliwości obec
ności, łączenia, ekspresji pozosta
łych zewnątrzkomórkowych frag
m entów DNA z żywności przez 
mikroflorę przew odu pokarm ow e

g o
— nie ma dow odów  na w budow yw a

nie DNA ze źródeł pokarmowych 
w genom ssaków,

— spożycie żywności modyfikowanej 
genetycznie nie powoduje mierzal
nych zmian w całkowitej ilości spo
żytego DNA.

2. W OCENIE KOP:

„(...) Tworzymy dopiero system praw
ny (spóźniona nowelizacja ustawy o 
GMO), system administracyjny (odpo
wiednie organy kontrolne) i system moni
toringu (laboratoria referencyjne) (...)"

WYJAŚNIENIE:

Nie m ożna zgodzić się z takim sta
nowiskiem, bowiem od kilku lat obo
wiązują uregulowania prawne zbież
ne z norm am i Unii Europejskiej.
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Zasadnicze polskie uregulowania 
praw ne w  zakresie biotechnologii są 
następujące:

22.06.2001, ustawa „O GMO" (Dz. 
U., 25.07.2001, nr 76, poz. 811);
23.08.2001, ustaw a „O Paszach" 
(Dz. U., 25.10.2001, nr 123, poz. 
1350);
11.05.2001, ustawa „O żywności i 
żywieniu" (Dz. U., 22.06.2001, nr 
63, poz. 634);
16.03.2001, ustaw a „O rolnictwie 
ekologicznym" (Dz. U., 22.06.2001, 
nr 63 poz. 634).

Ustawa „O GMO", która ma zasad
nicze znaczenie, jest zgodna i pow sta
ła na podstawie następujących dyrek
tyw W spólnot Europejskich:

1) 90/219/EW G  z 23 kwietnia 
1990 r. w  sprawie ograniczonego sto
sowania mikroorganizmów zmodyfi
kowanych genetycznie (Dz. Urz. WE 
L 117 z 08.05.1990);

2) 98/81/W E  z 26 paździer
nika 1998 r. zmieniającej dyrektywę 
90/219/EW G  w sprawie ograniczo
nego stosowania mikroorganizmów 
zmodyfikowanych genetycznie (Dz. 
Urz. WE L 330 z 5.12.1998);

3) 2001 /18 /WE z 12 m ar
ca 2001 r. w sprawie zamierzonego 
uwalniania do środowiska organi
zm ów  zmodyfikowanych genetycznie 
i uchylenia dyrektywy 9 0 /2 2 0 /EWG 
(Dz. Urz. WE L 106 z 17.04.2001).

Ustawa o organizmach genetycz
nie zmodyfikowanych transponuje 
również zagadnienia przewidziane

w Protokole kartageńskim o bezpie
czeństwie biologicznym, w tym zasa
dę przezorności [„ (...) Kto podejmuje 
działalność, której negatywne oddziały
wanie na środowisko nie jest jeszcze w 
pełni rozpoznane, jest obowiązany, kie
rując się przezornością, podjąć wszelkie 
możliwe środki zapobiegawcze (...)"].

Do zasadniczej ustawy „O GMO" 
opracowane zostały rozporządzenia 
wykonawcze dotyczące:

— „Oceny zagrożeń dla zdrowia lu
dzi i środowisk" (Dz. U., 2002, nr
107, poz. 944);

— „Funkcjonowania Komisji ds. 
GMO" (Dz. U., 2002, nr 19, poz. 
196);

— „Badań i w ydaw anie opinii w  dzie
dzinie GMO" (Dz. U., 2002, nr 73, 
poz. 674);

— „Listy organizmów patogennych 
oraz ich klasyfikacji" (Dz. U., 2002, 
nr 212, poz. 1798);

— „W zorów wniosków dotyczących 
zgód i zezwoleń" (Dz. U., 2002, nr 
87, poz. 797).

— Szczególne znaczenie dla rozwoju 
biotechnologii ma ustawa regulu
jąca zagadnienia własności intelek
tualnej: Dz. U., z 17.07.2002 r., nr
108, poz. 945.

3. SZCZEGÓLNIE SMUTNY 
JEST FAKT ZNANY KOP:

„(...) wprowadzenia w mało przemyśla
ny sposób eksperymentalnego uwalniania 
GMO do środowiska, a także nielegalnego 
(i prawdopodobnie nieświadomego) wpro
wadzania żywności z domieszką GMO na 
rynek krajowy. Istnieją również poważne

obawy, że Polska staje się krajem nielegal
nego tranzytu żywności i upraw GMO do 
państw poza Unią Europejską.(...)"

WYJAŚNIENIE:

Zgodnie z obowiązującym polskim 
prawem  należy informować o zna
nych faktach popełnienia przestęp
stwa. Kto nie dopełnia tego obowiąz
ku staje się współwinnym  popełnienia 
przestępstwa.

4. CYTAT KOLEJNY:

„(...) Kolejnym argumentem przeciw 
wprowadzaniu GMO jest ukryte bezro
bocie na polskiej wsi, które może przejść w 
jawne, w wyniku bankructwa polskich rol
ników, nie mogących sprzedać swoich pro
duktów wobec konkurencji z GMO. (...)"

WYJAŚNIENIE:

Trudno uznać za godne podejmo
wania jakiejkolwiek dyskusji założe
nie, że produkcja ekologiczna bezro
botnych polskich rolników uratuje 
kogokolwiek przed bankructwem.

KONKLUDUJĄC:

Należy z bólem stwierdzić, że ar
gumenty błędne merytorycznie mają 
tak silne poparcie w środowisku, któ
re z definicji winno opierać się w po
lemice na faktach. Dyskusja jest pod
stawą rozwoju, ale musi opierać się na 
danych prawdziwych i możliwych do 
zweryfikowania w  sposób obiektyw
ny, a nie na hasłach demagogicznych 
i populistycznych.

Łódź 8.02.2006 r.

J U B I L E U S Z  7 0 - L E C I A  U R O D Z I N  
P R O F E S O R  I R E N Y  S Z U M I E L

W dniu 14 lutego 2006 w Sali Semi
naryjnej Instytutu Chemii i Techniki 
Jądrowej odbyło się spotkanie z oka
zji jubileuszu 70-lecia urodzin Prof.

Ireny "Izy" Szumiel. Sylwetkę dostoj
nej Jubilatki przedstawił Dyrektor ds. 
naukowych IChTJ prof. dr hab. Jacek 
Michalik. Gratulacje i życzenia długiej 
i owocnej dalszej pracy naukowej zło
żyli Dyrektor IChTJ doc. Lech Waliś 
i Przewodniczący Rady Naukowej 
prof. dr hab. Krzysztof Bobrowski, 
a wychowanek Pani Profesor, doc. 
Marcin Kruszewski wygłosił lauda
cję. Obchody uświetnił wykład oko
licznościowy wygłoszony przez prof. 
Marię Kapiszewską z Uniwersytetu 
Jagiellońskiego, wieloletnią współ
pracowniczkę Prof. Szumiel.

Kariera naukowa Prof. Szumiel 
rozpoczęła się w  1960 roku, kiedy po 
ukończeniu studiów podjęła pracę na 
Uniwersytecie Warszawskim w Ka
tedrze Biochemii. W 1965 roku Pani 
Profesor obroniła doktorat, a Jej dzia
łalność naukowa nabrała rozpędu. W 
latach 1963,1966,1970 zdobyła nagro
dę im. B. Skarżyńskiego za najlepszy 
artykuł przeglądowy w Postępach Bio
chemii, a w  roku 1970 nagrodę Mini
stra Szkolnictwa Wyższego za współ- 
autorstwo podręcznika "Praktikum 
z biochemii". W 1968 roku podjęła 
pracę w Instytucie Badań Jądrowych.
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Po przyjściu do IBJ Pani Iza zaczęła 
pracować w Pracowni Radiobiologii 
komórkowej. W latach 1974-1975 Pani 
Iza wyjechała na stypendium Między
narodowej Agencji Energii Atomowej 
do Medical Radiobiology Laborato
ry, Institute of Radiotherapeutics and 
Oncology, Glasgow, W. Brytania. Tam 
razem z prof. A.H.W. Niasem prow a
dziła badania in vitro na komórkach 
chomika chińskiego nad interakcją 
cisplatyny i promieniowania jonizują
cego. Badania te przyniosły Pani Izie 
dwie nagrody (1973, 1979) Rady d / s  
Atomistyki za badania w dziedzinie 
radiobiologii i jedną (1976) nagrodę 
Polskiego Towarzystwa Badań Ra
diacyjnych za badania w  dziedzinie 
radiobiologii komórkowej. Po uzyska
niu stopnia dra habilitowanego, Pani 
Iza kontynuowała badania nad odpo
wiedzią komórek ssaków na promie
niowanie jonizujące. W latach 80-tych 
pomimo ogólnego marazmu i zasto
ju Pani Iza nie próżnowała. Działała 
w  Komitecie Polskiej Nomenklatury 
Biochemicznej, 1972-1987, Radzie Re
dakcyjnej kwartalnika „Postępy Bio
chemii" 1973-1990, Radzie Redakcyj

nej miesięcznika International Journal 
of Radiation Biology, 1987-1991, była 
Przewodniczącą Komisji Ochrony Ra
diologicznej i Radiobiologii Komitetu 
Fizyki Medycznej PAN — 1988-1991, 
a członkiem Komisji do 2003. Jest też 
Kierownikiem Pracowni Radiobiologii 
Komórkowej i prowadzi badania nad 
procesami biochemicznymi związany
mi z wrażliwością komórek ssaków na 
promieniowanie jonizujące.

W 1990 roku Pani Iza otrzymała 
tytuł profesora i objęła kierownictwo 
Zakładu X. Pod Jej czujnym okiem 
wyprom owało się 9 doktorów i 2 dok
torów hab. W 1998 w uznaniu zasług 
w dziedzinie radiobiologii Pani Iza 
została uhonorow ana medalem M. 
Skłodowkiej-Curie przyznaw anym  
przez Polskie Towarzystwo Badań 
Radiacyjnych im. M. Skłodowskiej- 
Curie, a w roku 2000 została nagro
dzona medalem Hannsa Langendorffa 
przyznanym  przez Niemieckie Towa
rzystwo Medyczne Ochrony Radiolo
gicznej. W 2001 roku Pani Iza została 
zaproszona do napisania artykułu do 
bardzo prestiżowego num eru Radia-

tion Research "W omen in science". 
Zainteresowania Pani Prafesor nie 
ograniczają się tylko do badań nauko 
wych. Nie wszystkim pewnie w iado 
mo, że Pani Iza jest zapalonym orni
tologiem amatorem i często w ybiera 
się na w ypraw y obserwować ptaki, 
maluje akwarele i klei kwiatowe kola
że. Jej działalność poza naukowa zo
stała uhonorow ana dyplomem Ruchu 
Piękniejsza Polska, przyznaw anym  
za tworzenie piękna, którym m ożem y 
szczycić się przed światem

Przedstawiona sylwetka ukazuje 
wybitnego naukowca i wyjątkowe
go człowieka, który poza osobistym 
istotnym w kładem  do nauki pośw ię
cił wiele miejsca w  swoim życiu na 
organizację działalności naukowej i 
dydaktycznej w  kraju i za granicą. Jej 
związki z IChTJ i Jej udział w tw orze
niu środowiska naukowego w  W ar
szawie są bezsporne i zaowocowały 
utworzeniem zespołu naukowego 
mogącego szczycić się obecnie istot
nymi osiągnięciami naukowymi.

Marcin K ruszewski

W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E
TEORIA ODDYCHANIA RO

ŚLIN ZWERYFIKOWANA przez 
m iędzynarodowe badania z udziałem 
Polaka, prof. Jacka Oleksyna z Pra
cowni Ekofizjologii Instytutu Dendro
logii PAN w Kórniku. Badania pro 
wadzili Amerykanie: Peter B. Reich 
z Uniwersytetu Minnesota, Mark G. 
Tjoelker z Uniwersytetu w Teksasie 
i Jose-Lois Machado ze Swarthmore 
Coollege w Pensylwanii. Naukowcy 
udowodnili, że metabolizm oddecho
wy, wytwarzający energię, jest uza
leżniony od ilości azotu zawartego w 
roślinie, a nie od jej rozmiarów. Prze
badali więcej niż 500 roślin z ponad 40 
gatunków. Dotychczas obowiązywała 
teoria fizyka Geoffreya Westa i dwóch 
ekologów, Jamesa Browna i Briana 
Enquista, w edług której natężenie 
procesów metabolicznych, w tym od
dechowego, w  organizmach żywych, 
zmniejsza się w raz ze wzrostem masy 
organizmu. Zespół badaczy, z prof. 
Jackiem Oleksynem, wykazał, że w 
organizmach roślinnych o różnej m a
sie mogą zachodzić procesy metabo
liczne w takim samym natężeniu w 
przeliczeniu na jednostkę masy, ale w 
roślinach o jednakowej masie, lecz o

różnej zawartości azotu, będą toczyły 
się procesy metaboliczne o różnej in
tensywności. Tak było w badaniu sto
krotki i sosny masztowej, wg w ypo
wiedzi prof. Oleksyna. Prof. Oleksyn 
uważa, że odkrycie, iż to azot reguluje 
metabolizm oddechowy, może um oż
liwić dokładniejsze badania global
nych zmian klimatycznych. Ponieważ 
rośliny wydzielając dwutlenek węgla 
w procesie oddychania, zapewniają 
energię niezbędną do w zrostu i funk
cjonowania, to odkrycie zależności 
metabolizmu oddechowego i zaw ar
tości azotu w roślinach sugeruje, że 
będzie można udoskonalać techniki 
opisywania obiegu węgla w ekosyste
mach, a tym samym badania global
nych zmian klimatycznych. Wyniki 
badań opublikowano w Nature 2006 
Jan 26: 439(7075): 399-400 w pracy 
pt. Universal scaling of respiratory me
tabolism, size and nitrogen in plants (wg 
PAP-Nauka w Polsce).

WIADOMOŚCI Z INSTYTU
TU BIOCHEMII TECHNICZNEJ 
POLITECHNIKI ŁÓDZKIEJ. Cen
trum Doskonałości Biotechnologia 
Przemysłowa (CD BIOP). Na mocy

Uchwały nr 47/2004 Komitetu Badań 
N aukowych z dn. 16.09.2004 roku w 
sprawie przyznania środków finan
sowych na dofinansowanie działań 
koordynacyjnych i organizacyjnych 
Centrów Doskonałości na W ydzia
le Biotechnologii i N auk o Żywności 
powstało Centrum Doskonałości 
Biotechnologia Przemysłowa (CD 
BIOP). Głównym inicjatorem utw o
rzenia CD BIOP był prof. dr hab. Sta
nisław Bielecki, dyrektor Instytutu 
Biochemii Technicznej Politechniki 
Łódzkiej, mając na uw adze oczekiwa
nia UE (jak poniżej).

Zainteresowanie biotechnologią 
przemysłową, która opiera się głównie 
na biokatalizie i bioprocesach nabiera 
w  ostatnim okresie szczególnego zna
czenia w  Unii Europejskiej. Zwiększe
nie konkurencyjności i innowacyjno
ści swej gospodarki Europa widzi w 
biotechnologii przemysłowej, czego 
wyrazem  jest wprowadzenie w  2004 
r., w  6 Programie Ramowym hasła 
„Biotechnologia Przemysłowa" jako 
tematyki dla grupy projektów zinte
growanych o najwyższym priorytecie. 
Uznano, że biotechnologia przem y
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słowa (tzw. „biała" biotechnologia) 
uczyni aktywność przemysłową bar
dziej przyjazną dla środowiska i jed
nocześnie obniży koszty w ytwarzania 
poprzez zmniejszenie zużycia surow 
ców i energii, redukcję odpadów , czy 
też bioremediację skażonego środo
wiska. Istotną rolę w rozwoju bio
technologii przemysłowej przypisuje 
się krajom akcesyjnym jako miejscu 
w ytwarzania cennych produktów  z 
surowców odnawialnych. Aby wyjść 
naprzeciw oczekiwaniom rynku we 
wrześniu 2004 r. utw orzono Centrum 
Doskonałości Biotechnologia Przem y
słowa, które z kolei było głównym 
uczestnikiem w procesie tworzenia 
Polskiej Platformy Technologicznej 
Biotechnologii zainicjowanej podpisa
niem, w styczniu 2005 roku, porozu
mienia między 19 przedsiębiorstwa
mi, 5 Centrami Zaawansowanych 
Technologii, 6 Centrami Doskonałości 
oraz instytutami naukowym i i Polską 
Federacją Biotechnologii.

Do misji utworzonego Centrum 
Doskonałości Biotechnologia Przem y
słowa należy:

• koncentracja wiedzy specjalistycznej 
z zakresu biokatalizy stosowanej;

• utworzenie sieci jednostek nauko
wych, w drożeniowych i przedsię
biorstw pracujących w obszarze 
biokatalizy stosowanej oraz ich 
wspieranie;

• udostępnienie nowej w iedzy z tej 
dziedziny dla jednostek w spółpra
cujących z Centrum;

• skracanie czasu badań wdrożenio
wych;

• stworzenie długoterminowej stra
tegii badawczo-wdrożeniowej bio
technologii przemysłowej;

• prom owanie innowacji w  zakresie 
biokatalizy stosowanej;

• pozytywne oddziaływanie na ry
nek pracy;

• uczynienie Polski atrakcyjnym 
partnerem  dla współpracy m iędzy
narodowej w zakresie biotechnolo
gii przemysłowej.

Ministerstwo Nauki i Informa
tyzacji odznaczyło w 2005 roku Po
litechnikę Łódzką dyplom em  za 
projekt pod nazwą „CELULOZOWY 
MATERIAŁ OPATRUNKOWY" reali
zow any w Instytucie Biochemii Tech
nicznej pod kierownictwem prof. dr 
hab. Stanisława Bieleckiego (Fot. 1).

Fotografia 1. Profesor d r hab. 
Stanisław Bielecki.

Nagroda za międzynarodowe 
osiągnięcia wynalazcze przyznana 
została przez ministra MNil, prof. Mi
chała Kleibera twórcom: Celulozowe
go Materiału Opatrunkowego — prof. 
Stanisławowi Bieleckiemu i dr Ali
nie Krystynowicz, na
ukowcom z Instytutu 
Biochemii Technicznej 
Politechniki Łódzkiej.

Podczas O gólno
polskiego Sem ina
rium Biotechnologia  
M olekularna  (BioMil- 
lenium  2005, Gdańsk,
14-15 październ ika 
2005 r.) dr inż. Aneta 
Białkowska (Fot. 2) 
otrzymała I nagrodę 
u fundow aną przez 
prof. W acława Szybalskiego) dla 
najlepszego m łodego biotechnolo
ga, biorącego udział w konferencji. 
N agrodę przyznano  za pracę za ty 
tu łow aną „Antarctic p-galactosida- 
se from  Pseudomonas sp.22b: kinetic 
and m olecular adap ta tion  to cold". 
N agrodzony referat stanow ił trzon 
pracy doktorskiej laureatki, w yko 
nanej w  Instytucie Biochemii Tech
nicznej na W ydziale Biotechnolo
gii i N auk o Żywności Politechniki 
Łódzkiej. W śród ponad  stu uczestn i
ków z całej Polski istotny był udział 
przedstaw icieli IBT PŁ, w tym prof. 
Marianny Turkiewicz (Fot. 2), która 
od lat p row adzi badania  nad  enzy 
mami organizm ów  antarktycznych i 
ich praktycznym  w ykorzystaniem , a 
na konferencji p rzew odniczyła sesji

Fotografia 2. Profesor d r  hab. M arianna Turkiewicz 
i doktor inż. A neta Białkowska.

tematycznej dotyczącej ekstremofili, 
sama rozpoczynając ją referatem  pt. 
„D robnoustroje ekstrem ofilne jako 
źródło użytecznych biom olekuł".

Projekty badawcze realizowane 
w Instytucie Biochemii Technicznej 
(OBT) Politechniki Łódzkiej:

— Zintegrowany projekt europej
ski w ramach VI Programu Ramowe

go: „Advanced interactive 
materials by design" (AIMS) 
(Projektowanie zaawanso
wanych materiałów interak
tywnych), o num erze reje
stracyjnym FP62002-NMP, 
jest kierowany przez prof. 
A. Góraka z Universytetu 
w Dortmundzie. Współwy- 
konawcą grantu jest prof. 
dr hab. Grzegorz Bujacz, 
kierujący Pracownią Krysta
lograficzną Instytutu Bioche

mii Technicznej PŁ. Badania 
są realizowane od 2004 r. i

będą kontynuowane do 2009 r. Celem 
tego grantu jest zaprojektowanie m a
teriałów stanowiących wypełnienie 
kolum n chromatograficznych w celu 
obniżenia kosztów produkcji prze
ciwciał monoklonalnych. Zadaniem 
grupy z IBT są badania strukturalne 
domeny Fc przeciwciał monoklonal
nych z Ugandami peptydomimiczny- 
mi stanowiącymi aktywny składnik 
kolumn chromatograficznych.

— Granty zamawiane celowe: 1. pt. 
„Technologia produkcji materiałów 
opatrunkowych z celulozy bakteryj
nej" kierowany przez prof. dr hab.
S. Bieleckiego, a realizowany w spól
nie z Centrum Leczenia Oparzeń w 
Siemianowicach Śląskich (dr n. med. 
M. Kawecki), w okresie 14.11.2003-
13.11.2006 r. 2. pt. „Technologia otrzy
mywania preparatu wielooenzymowe- 
go z Aspergillus niger IBT-90, przydatne
go w procesach obróbki wyrobów włó
kienniczych" realizowany wspólnie z 
Instytutem Włókiennictwa w Łodzi i z 
Zakładem PEKTOWIN w Jaśle, a kiero
wany przez dr hab. T Antczaka. Okres 
realizacji: 14.11.2003-13.11.2006 r.

— Grant własny: pt. „ W poszuki
waniu nowych zimnolubnych enzy
mów lipolitycznych o dużym  poten
cjale biotechnologicznym" realizowa
ny wspólnie z Katedrą Mikrobiologii 
Politechniki Gdańskiej, a kierowany 
przez prof. dr hab. Mariannę Tur
kiewicz. Okres realizacji: marzec 
2006-luty 2009 r. Celem tego grantu 
jest utworzenie biblioteki metageno-
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mowego DNA (DNA środowiskowy, 
eDNA), pochodzącego z wybranej 
próby gleby antarktycznej, znalezie
nie w niej genów enzymów lipolitycz- 
nych, analiza ich sekwencji metodami 
bioinformatycznymi, ekspresja w y
typowanych genów w E. coli, izola
cja lipaz i ocena ich właściwości pod 
kątem praktycznego wykorzystania 
w reakcjach syntez. Autorzy spodzie
wają się znaleźć w ten sposób unika
towe lipazy, pochodzące z mikroor
ganizmów nie dających się hodować 
w  w arunkach laboratoryjnych

— Granty zamawiane: 1. pt. „Wy
jaśnienie w pływ u 5-tiofosforanów nu- 
kleozydów (dNMPS) na proliferację 
ludzkich komórek śródbłonka 
naczyń oraz ich migrację i an- 
giogenezę. Próba identyfikacji 
receptora nukleotydowego ak
tywowanego przez dNMPS" 
Kierownik projektu: prof. dr 
hab. Maria Koziołkiewicz,
(IBT PŁ). Koordynatorem 
projektu jest Centrum Badań 
M olekularnych i M akromo
lekularnych. Okres realizacji: 
1.09.2002-31.08.2005 r. 2. pt. 
„Zmiany aktywności biolo
gicznej składników prozdro
wotnych w arzyw  kapustnych 
w czasie przetwarzania i składowa
nia" Kierownik grantu: dr inż. Anna 
Podsędek (IBT PŁ). Okres realizacji: 
18.12.2003-18.12.2006 r.

— Granty promotorskie: 1. pt. „Cbl 
(ang. CysB-like protein)- regulatorowe 
białko transkrypcyjne -  krystalizacja 
i określenie struktury  białka", au tor
stwa m gr inż. Emilii Stec; prom otor 
prof. dr hab. Grzegorz Bujacz. Celem 
tego grantu są badania biochemiczne 
i strukturalne czynnika transkrypcyj- 
nego z rodziny Lys-R odpow iedzial
nego za ekspresję białek związanych 
z syntezą cysteiny w  komórkach bak
teryjnych. Synteza tego am inokwasu 
związana jest z dw om a czynnikami 
transkrypcyjnym i Cys-B i Cbl. Pierw 
szy z nich reguluje syntezę cysteiny, 
gdy dostępne są nieorganiczne źród 
ła siarki, natom iast drugi w  w arun 
kach niedoboru siarczanów. 2. pt. 
„M etodologiczne aspekty badań kry
stalograficznych białek klasy PR10 z 
łubinu żółtego zw iązanych z patoge
nezą roślin", autorstw a m gr inż. Ra
fała Dolota; prom otor prof. dr hab. 
Grzegorz Bujacz. Białka PR10 biorą

udział w  systemie obronnym  roślin i 
są wydzielane w zwiększonych iloś
ciach w w arunkach infekcji patoge
nem. Ich funkcja nie jest dokładnie 
poznana, sugerow ane są dw a m echa
nizm y ich działania: hydroliza RNA 
lub wiązanie roślinnych horm onów  z 
grupy cytokinin. W podejm owanych 
badaniach strukturalnych ma być 
określony sposób wiązania cytokinin 
przez białka PR10. Dodatkow o bada
ny jest w pływ  sposobu krioprotekcji 
na jakość struktury  (wg informacji 
od p. prof. M irosławy Szczęsnej-An- 
tczak).

Prof. MINOR i OTWINOWSKI
autoram i drugiej najczęściej cytow a

nej pracy ostatniej de 
kady. Czasopism o The 
Scientist sporządziło  
listę najczęściej cy tow a
nych publikacji nauko 
wych ostatniej deka
dy. Pozycję d rugą  tego 
rankingu  zajmuje praca 
profesorów  W ładysław a 
M inora (Fot. 3) i Zbi
gniewa O tw inow skiego 
(Fot. 4), pt. Processing 
of X-ray diffraction data 

collected in oscilla
tion m ode, opubli

kow ana w 1997 r. N aukow cy 
z laboratoriów  zajmujących 
się krystalografią publikując 
swoje prace cytowali m etodę 
opisaną przez prof. M inora i 
O tw inow skiego aż 11,5 tysię
cy razy. Obecnie prof. W ładek 
(tak brzm i Jego imię na stro 
nie w w w . Zakładu, w  którym  
pracuje) M inor jest profesorem  
W ydziału Fizjologii M oleku
larnej i Biofizyki U niw ersytetu  Vir
ginia w  Charlottesville, a prof. Zby
szek O tw inow ski kieruje zespołem  
badaw czym  w uniw ersyteckim  So
u thw estern  Medical Center w  Dal
las. Po studiach na U niwersytecie 
W arszaw skim  (prof. M inor w  1969 
r., prof. O tw inow ski w 1979 r.) obaj 
m łodzi naukow cy pracow ali nau k o 
wo na UW, lecz nie w spółpracow ali 
ze sobą. N iezależnie od siebie wyje
chali w  latach 80. do Stanów Zjed
noczonych. Tam zainteresow ali się 
rentgenow ską krystalografią białek. 
W 1993 roku w spólnie rozpoczęli 
pracę nad w łasnym  oprogram ow a
niem  służącym  do ustalania  s truk tu r 
białkowych. Technika krystalografii

rentgenowskiej jest obecnie najlep
szą ze stosow anych m etod uzyskania 
struk tu ry  białek. O piera się na zja
w isku rozpraszania  w iązki prom ieni 
rentgenow skich na krysztale białka, 
a to um ożliw ia ustalenie przestrzen 
nego położenia większości atom ów  
w cząsteczce białka. Jednym  z k lu 
czowych etapów  tego procesu jest 
zredukow anie  ogromnej ilości uzy 
skiw anych danych — m ilionów  pla 
mek dyfrakcyjnych pozostaw ionych 
na filmie rentgenow skim  przez roz 
proszone prom ienie. Jest to etap  nie
zbędny do ustalenia pełnego obrazu 
struk tu ry  białka. Na nim  skoncen
trow ały się badania  obu profesorów , 
zakończone stw orzeniem  program u 
kom puterow ego pozw alającym  na 
skrócenie e tapu  redukow ania  d a 
nych dyfrakcyjnych, i tym  sam y ca
łego procesu w yznaczania struk tu ry  
białka. Dzięki p rogram ow i k o m pu 
terow em u czas trw ania  tego etapu  
badania  wynosi 10 m inu t (a nie m ie
siące czy lata). Laboratoria bad aw 
cze na świecie najchętniej korzystają 
z tego efektyw nego i w iarygodnego 
program u. W latach 2004-2005 był 
on zastosow any w blisko 80% badań  
ustalających s truk tu ry  białek w e

dług  ich kryształów  (PAP, 
N auka w Polsce).

WARSZAWSKIE KON
SORCJUM NAUKOWE. W
sierpniu 2005 r. prof. Michał 
Kleiber, ówczesny Minister 
Nauki i Informatyzacji po d 
pisał z Prezydentem  W ar
szawy, Lechem Kaczyń
skim, porozum ienie doty 

czące u tw orzenia W arszaw 
skiego Parku Technologicz

nego (WPT). WPT ma być inicjatywą 
sprzyjającą przepływ ow i wiedzy i 
technologii pom iędzy jednostkam i 
naukow ym i o przedsiębiorstw am i 
oraz komercjalizacji w yników  badań. 
Aby tego dokonać, w  lu tym  b.r. 10 
różnych uczelni w yższych W arsza
w y podpisało um ow ę powołującą 
W arszawskie Konsorcjum Naukowe. 
W skład Konsorcjum wchodzą: Aka
demia M edyczna, O środek Przetw a
rzania Informacji, Politechnika W ar
szawska, Polska Akadem ia Nauk, 
Polsko-Japońska W yższa Szkoła 
Technik Kom puterowych, Szkoła 
Główna H andlow a, Szkoła Główna 
G ospodarstw a Wiejskiego, U niwer
sytet W arszawski, W ojskowa Akade

Fotografia 4. Profesor 
Zbyszek Otwinowski.
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mia Techniczna oraz W yższa Szkoła 
Przedsiębiorczości i Zarządzania im. 
Leona Koźmińskiego. Um owa zo
stała zaw arta  na czas nieokreślony. 
Konsorcjum jest otw arte na przyjęcie 
now ych członków za zgodą dotych
czasowych członków Umowy. Celem 
Konsorcjum jest integracja w arszaw 
skiego środow iska naukow ego w 
pracach nad rozwojem nowoczes
nych technologii oraz ich aplikacji, 
wspierając poprzez te działania po 
praw ę konkurencyjności gospodarki 
W arszawy. Do zadań Konsorcjum 
należy: stw orzenie platform y w spół
pracy dla członków Konsorcjum 
dla realizacji w spólnych projektów; 
opracow anie „Program u działania 
W arszawskiego Konsorcjum N a
ukow ego na lata 2007-2013"; w spół
udział w  opracow aniu koncepcji 
funkcjonowania WPT. Konsorcjum 
stanow i platform ę do realizacji i po
zyskiw ania finansowania wspólnych 
projektów członków Konsorcjum w 
zakresie: badań naukowych, prac 
rozwojowych, projektów inwestycyj
nych zgodnie z celami Konsorcjum 
(wg w w w .m ein.gov.pl).

NAGRODY NAUKOWE CO- 
PERNICUS zostały przyznane po 
raz pierw szy. N agrody Copernicus 
zostały ustalone przez organizato
rów konkursu  polsko-niemieckiego, 
Fundację Nauki Polskiej i Deutsche 
Forschungsgemeinschaft. N agrody 
te mają wyróżniać dwóch w ybit
nych i współpracujących ze sobą na 
ukow ców  -  polskiego i niemieckie
go i będą przyznaw ane co dw a lata 
naukow com  co najmniej w stopniu 
doktora. Laureatam i zostali: prof. 
Barbara Malinowska z W ydziału 
Farm aceutycznego AM w Białymsto
ku oraz prof. Eberhardt Schlicker z 
W ydziału Farmakologii i Toksykolo
gii U niw ersytetu  w  Bonn. Naukowcy 
w spółpracują ze sobą w dziedzinie 
farm akologii i fizjologii od ponad 15 
lat i zapraszają do udziału  w bada 
niach w ielu m łodych polskich i nie
mieckich naukowców. N agroda jest 
w  części przeznaczona na pod trzy 
m anie polsko-niemieckiej w spółpra 
cy, a w  części jest imienną nagrodą 
dla laureatów . Pani prof. Barbara 
M alinow ska jest absolwentką W y
działu  Biologii UW, a stopień dokto 
ra uzyskała w  białostockiej AM. Była 
stypendystką Fundacji von H um bol
dta. Kieruje Zakładem  Fizjologii Do

świadczalnej AM w Białymstoku od 
1986 r. Polskie Tow arzystw o Farm a
kologiczne nagrodziło w 1995 r. Jej 
rozpraw ę habilitacyjną, jako najlep
szą w dziedzinie farmakologii. Prof. 
Eberhardt Schlicker jest lekarzem po 
studiach we Fryburgu i H eidelber
gu. Jest zw iązany z Uniwersytetem  
w Bonn od 1986 r. Był laureatem  na 
grody Rottendorf Prize w  roku 1993, 
przyznawanej przez Fundację Rot- 
tendorfa. K andydatów  do N agrody 
mogą zgłaszać zarów no polscy, jak 
i niemieccy naukow cy (wg PAP, N a 
uka w  Polsce).

Prof. ANNA JADWIGA POD- 
HAJSKA (Fot. 5) — inicjatorka i orę
downiczka utw orzenia 
w G dańsku jednostki 
kształcącej w  zakresie 
biotechnologii, NIE 
ŻYJE; zm arła w  G dań 
sku, 5 lutego 2006 r.
Życie pryw atne i za
w odow e Pani Profesor 
związane było z Trój
miastem. Ukończyła 
studia m edyczne na 
wydziale lekarskim 
AMG i pracę zaw odo
wa rozpoczęła w Ka
tedrze Mikrobiologii 
tejże Akademii, pod 
kierunkiem  prof. Stefana Kryńskie
go. Tu, w  roku 1968 uzyskała stopień 
doktora i specjalizację z zakresu m i
krobiologii lekarskiej. W roku 1987 
habilitowała się, też w AMG, a tytuł 
profesora otrzym ała w 1996 r. W łą
czyła się aktyw nie w pracę nauko 
wą na W ydziale Biologii, Geografii 
i Oceanologii, w  Katedrze Biochemii 
kierowanej przez prof. Karola Taylo
ra. Staraniem Pani Profesor najpierw 
został u tw orzony na tym  W ydziale 
Zakład, a następnie Katedra M ikro
biologii, którą kierowała do 1996 r. 
W tym  czasie szczególne znaczenie 
miała dla Niej w spółpraca z Labo
ratorium  Badań nad Rakiem na Uni
wersytecie Wisconsin, kierow anym  
przez prof. W acława Szybalskiego. 
Właśnie praca naukow o-badaw cza 
w tym  laboratorium  i współpraca 
z tą jednostką w latach 1981-1993 
przyniosły znaczące osiągnięcia 
naukowe, cytowane powszechnie 
publikacje, a przede wszystkim  ideę 
utw orzenia w G dańsku nowoczesnej 
jednostki kształcącej w zakresie bio
technologii. Jej entuzjazm  i w iara w

celowość przedsięwzięcia, dop row a
dziły do zjednoczenia środow isk n a 
ukowych Uniw ersytetu G dańskiego 
i Akademii Medycznej w  G dańsku. 
Prof. Anna Podhajska, jako pełno
mocnik Konferencji Rektorów Uczel
ni Trójmiasta doprow adziła w  1993 r. 
do powołania M iędzyuczelnianego 
W ydziału Biotechnologii UG-AMG, 
i podjęła obowiązki prodziekana na 
nowo utw orzonym  Wydziale. Zorga
nizowała w nim od podstaw  Katedrę 
Biotechnologii, którą kierowała do 
końca swojej aktywności zawodowej. 
Pani Profesor Anna Podhajska nigdy 
nie ograniczała się do w zorow ego 
w ypełniania obowiązków nauczy
ciela akademickiego. Jej pasją było 

jak najlepsze kształce
nie m łodzieży w za 
kresie nowoczesnych 
m etod badawczych, 
opartych na technikach 
biologii molekularnej 
i inżynierii genetycz
nej. Z tej pasji zrodziła 
się myśl organizow a
nia od 1994 r. Letnich 
Szkół Biotechnologii, 
gdzie w ykładow ca
mi byli najwybitniejsi 
naukowcy ze św iato
wych laboratoriów. 

Profesor starała się jak najszerzej 
rozpowszechniać, komercjalizować 
osiągnięcia naukow e i transferować 
je do firm biotechnologicznych. Dzię
ki Jej staraniom  powstało w  G dańsku 
Centrum  Transferu Technologii, a w 
Gdyni — Pomorski Park N aukow o- 
Technologiczny.

Prof. Anna Jadwiga Podhajska 
była bardzo zaangażow ana w p ra 
cach Stowarzyszenia ScanBalt, po 
wołanego przez uczelnie wyższe, 
szpitale i firmy biotechnologiczne, 
zlokalizowane w 11 krajach basenu 
Bałtyku, dla prow adzenia w spólnych 
badań i w drażania nowoczesnych 
technologii. Była w iceprezydentem  
tego Stowarzyszenia.

Rodzinę kochała i pielęgnowała 
serdeczne więzy, młodzież rozum ia
ła i swoich partnerów naukowych 
szanowała; efekty Jej znakomitej 
pracy pozostały, ale Ci, którzy mieli 
zaszczyt z Nią pracować i uczyć się 
od Niej — stracili Bliską Osobę. Na 
zawsze, (wg wspomnienia w  Gaze
cie Uniwersyteckiej on line autorstwa
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prof. Ewy Łojkowskiej i prof. Wiesła
wa Makarewicza).

CENTRALNE ARCHIWUM AR
TYKUŁÓW NAUKOWYCH. W lu
tym  b.r. w Bibliotece Uniwersytetu 
W arszawskiego odbyło się semina
rium: Projekt budow y ogólnopol
skiego repozytorium  tekstów nauko
wych. Tworzone archiwum  ma być 
drugą częścią trwającego od kilku lat 
projektu Biblioteki Wirtualnej Nauki, 
w  której naukowcy mogą korzystać 
z czołowych zasobów światowej li
teratury naukowej. Platforma zawie
rająca archiwum  polskich tekstów 
naukowych jest obecnie wdrażana, a 
uruchom iona ma być w ciągu kilku 
miesięcy. Głównymi partneram i two
rzonego systemu są polskie biblioteki 
i w ydaw nictw a uniwersyteckie, któ
re będą udostępniać powstałe u nich 
teksty, publikacje i raporty (wg www. 
naukawpolsce.pap.pl).

EUROPEJSKIE KOLEGIUM 
POLSKICH I UKRAIŃSKICH UNI
WERSYTETÓW (EKPiUV) jest in
stytucją edukacyjną pow ołana przez 
uniw ersytety polskie i ukraińskie, 
tj. Uniwersytet Marii Curie-Skło- 
dowskiej w Lublinie, Katolicki Uni
w ersytet Lubelski oraz N arodow y 
U niw ersytet im. Tarasa Szewczenki 
w Kijowie, N arodow y Uniwersytet 
im. Iwana Franka we Lwowie oraz 
N arodow y Uniw ersytet „Akademia 
Kijowska-Mohylańska. Celem Kole
gium  jest kształcenie przyszłych elit

polskich i ukraińskich, działających 
na rzecz współpracy m iędzy oboma 
krajami oraz znających, i co ważne 
rozumiejących wrażliwość i specyfi
kę sąsiada. Kolegium chce aktywnie 
kształtować świadom ość europejską 
młodych Polaków i Ukraińców oraz 
m łodzieży akademickiej innych kra 
jów Europy Środkowo-W schodniej, 
aby pracowali na rzecz integracji 
europejskiej. Kolegium ma w prow a
dzać problem atykę Europy Środko
wo-Wschodniej, w  tym  polsko-ukra
ińskiej, w obszar europejskich badań 
naukowych. Kolegium sprzyja roz
wojowi polsko-ukraińskiej w spół
pracy naukowej. Jest to ważne w 
momencie, gdy granica Unii Europej
skiej przebiega w zdłuż granicy pol
sko-ukraińskiej. Zatem absolwenci 
Kolegium powinni stać się rzecznika
mi problem atyki ukraińskiej i szerzej 
środkowoeuropejskiej w  integrującej 
się Europie. H onorow ym  Przew od
niczącym Konwentu EKPiUV jest 
prof. Jerzy Kłoczkowski, a zastępcą 
Przewodniczącego jest prof. Mykoła 
Żułyńskyj, dyrektor Instytutu Lite
ratury  Narodowej Akademii N auk 
Ukrainy (wg w w w .ekpu.lublin .pl).

OBRONA DOKTORATU SŁU
CHACZKI EKPiUV odbyła się 13 
marca 2006 r. w  Collegium N ovum  
AM w Lublinie. Natalia Tkaczen- 
ko przedstaw iła rozpraw ę pt. Ocena 
wybranych cytokin krwi obwodowej i 
płynu stawowego dzieci chorych na mło
dzieńcze idiopatyczne zapalenie stawów.

K O M U N I K A T

Prom otorem  doktorantki był prof. 
Jacek Roliński, a recenzentam i prof. 
Ewa Tuszkiewicz-Misztal z AM w 
Lublinie i prof. W alentyna Czopjak z 
N arodow ego U niw ersytetu M edycz
nego we Lwowie.

PRACA DLA ABSOLWENTÓW.
Zachęcam  do odw iedzenia  strony 
internetow ej w w w .kariera .com .pl, 
aby poznać oferty pracodaw ców . W 
wielu uczelniach funkcjonują Biura 
Karier, starając się pom óc abso lw en
tom  w znalezieniu pracy, odbycia 
staży czy p rak tyk  zaw odow ych. 
Biura Karier naw iązują ścisłe kon 
takty z pracodaw cam i, p roponują  
także prezentacje firm, targi pracy 
i sesje rekrutacyjne. W Uczelniach 
są dostępne inform atory  pt. M aga
zyn Kariera, z każdorazow o bogatą 
informacją o pracy, z różnych dzie 
dzin.

OFERTY WYDAWNICZE. Wy
dawnictwo UJ proponuje podręcz
niki, monografie i różne pozycje z 
zakresu nauk  przyrodniczych i h u 
manistycznych. Koszt wysyłki 4,99 
zł. Pełne informacje na stronie: www. 
wuj.pl. Uniwersytet Gdański oferu
je różne w ydaw nictw a, interesują
ce pracow ników  z wykształceniem 
przyrodniczym . W arto odwiedzić 
witrynę: w w w .w yd.bg .univ .gda .p l/ 
o ferta /

Teresa W esołow ska

KOMITET ORGANIZACYJNY 
XXII ZJAZDU POLSKIEGO TOWARZYSTWA HEMATOLOGÓW I TRANSFUZJOLOGÓW

6-9 WRZEŚNIA 2007 WARSZAWA

adres Komitetu:
Instytut Hematologii i Transfuzjologii
ul. Chocimska 5, 00-957 Warszawa, tel/fax. (022) 849-85-07
zjazd-pthit@ihit.waw.pl

W arszawa, 6 stycznia 2006

Komitet Organizacyjny XXII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Hematologów i Transfuzjologów uprzejmie 
informuje o organizowanym w dniach 6-9 września 2007 r. w Warszawie, XXII Zjeździe Polskiego Towarzy
stwa Hematologów i Transfuzjologów.

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Warzocha
P rzew odniczący  K om itetu  O rganizacyjnego XXII Z jazdu PTHiT
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Dwa oblicza cytochromu c
Z historii biochemii

Lech Wojtczak

Instytut Biologii Doświadczalnej PA N im. 
Marcelego Nenckiego, W arszawa

Instytut Biologii Doświadczalnej PAN im. 
Marcelego Nenckiego, ul. Pasteura 3, 02-093 
W arszawa; e-mail: l.wojtczak@nencki.gov.pl

A rtykuł otrzym ano 1 kw ietnia 2006 r.
A rtykuł zaakceptow ano 6 kwietnia 2006 r.

Słowa kluczowe: cytochrom  c, oddychanie  
kom órkow e, łańcuch oddechow y, apoptoza, 
ewolucja biochem iczna, M acM unn C.A., Ke- 
ilin D.

STRESZCZENIE

Artykuł opisuje historię badań nad cytochromem c. Przedstawiono okoliczności odkrycia 
cytochromów przez Charlesa MacMunna (1886) i ich ponownego odkrycia przez Davi- 

da Keilina (1925). Dalsze badania Keilina i innych autorów wykazały, że cytochrom c pełni 
podstawową rolę w  oddychaniu komórkowym jako przenośnik elektronów w mitochon- 
drialnym łańcuchu oddechowym. W latach 90. ubiegłego stulecia wykazano, że — oprócz 
tej prożyciowej funkcji — cytochrom c może służyć jako cząsteczka sygnalizująca progra
mowaną śmierć komórki, apoptozę. Przedstawiono niektóre hipotezy mechanizmów uwal
niania cytochromu c z mitochondriów do cytosolu, zapoczątkowujących apoptozę. Badania 
nad zmiennością składu aminokwasowego cząsteczki cytochromu c posłużyły jako jeden z 
wyznaczników ewolucji świata żywego. Na koniec zarysowano sylwetkę Davida Keilina, 
odkrywcy cytochromów.

WPROWADZENIE

Cytochromy należą do najszerzej rozpowszechnionych hemoprotein. W ystę
pują u wszystkich organizmów o tlenowym metabolizmie, zarówno u proka- 
riontów jak i eukariontów. Ich najprostszym a zarazem najlepiej i najwcześniej 
poznanym  przedstawicielem jest cytochrom c. W ubiegłym roku minęło 80 lat 
od pow tórnego odkrycia cytochromów przez Davida Keilina.

ODKRYTY DWUKROTNIE

Zadziwiające są dzieje badań nad cytochromami, a nad cytochromem c w 
szczególności. A zaczęło się od tego, że cytochromy zostały odkryte dwukrotnie. 
Pierwszym odkrywcą 
tych barwników odde
chowych był Charles 
MacMunn (1852-1911), 
brytyjski lekarz i przy 
rodnik (Rye. 1). Badając 
przy pomocy spektro
skopu własnej kon
strukcji różne tkanki, 
stwierdzał występo
wanie w nich charak
terystycznych prąż
ków absorpcyjnych, 
odmiennych niż te, 
jakie dawały znane już 
wówczas hemoglobina 
i mioglobina. Prążki te 
przypisywał MacMunn 
substancji lub substan
cjom podobnym  do 
hemoglobiny, którym 
nadawał, w  zależno
ści od materiału gdzie 
się znajdowały, nazwy 
miohematyna, histo- 
hematyna, aktynohe- 
matyna, itp. Co więcej, 
zauważył, że prążki te 
znikały pod wpływem  
nadtlenku wodoru, a 
po jakimś czasie poja
wiały się na nowo. Już
W Ó W C Z a S  (1886) z d a ł  Rycina 1- C harles A lexander M acM unn (1852-1911). W edług [1],
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Rycina 2. David Keilin (1887-1963). W edług [4],

sobie sprawę, że jest na tropie odkrycia substancji, biorącej 
udział w  oddychaniu tkankowym, czemu dał wyraz w  zna
miennym stwierdzeniu: "... they appear to be capable of oxida
tion and reduction and are therefore respiratory" („... okazały się 
podlegać utlenianiu i redukcji, w związku z czym [pełnią] 
funkcje oddechowe", tłum. L.W.) [2], MacMunn wyprzedził 
swą epokę. Inni badacze nie docenili wagi tego odkrycia i 
obserwowane przez MacMunna prążki absorpcyjne przy
pisali produktom  rozpadu hemoglobiny lub mioglobiny. A 
ponieważ wśród tych krytyków był autorytet tej miary co 
słynny chemik niemiecki, Felix Hoppe-Seyler (1825-1895), 
odkrycie MacMunna poszło w zapomnienie, a sam odkryw 
ca zmarł nie doczekawszy się uznania.

Cytochromy zostały ponownie odkryte przez Davi- 
da Keilina (Ryc. 2) w 1925 roku [3] (sylwetce tego bada
cza poświęcona jest ostatnia część niniejszego artykułu). 
Keilin badał tkanki również przy pomocy spektroskopu 
sprzężonego z mikroskopem. Jako entomolog z wykształ
cenia, oglądał między innymi tkanki owadów, a wśród 
nich mięśnie mola woskowego (Galleria mellonella) i muchy 
plujki (Calliphora erythrocephala) ściśnięte pomiędzy dw o
ma szkiełkami mikroskopowymi. I wówczas spostrzegł te 
same prążki absorpcyjne, jakie 40 lat wcześniej obserwował 
MacMunn. Identyczne prążki zaobserwował w przypad 
ku zawiesiny drożdży. Trzeba jednak dodać, że Keilin nie 
znał prac MacMunna. Było to więc rzeczywiście odkrycie 
tych samych związków na nowo. Keilin również zauważył 
znikanie prążków po ekspozycji drożdży lub tkanek owa-

ey by (a ■ aj ) y (b + c)ß c i  b i  (a + e j)3  Bands

400 410 420 430 440 450 460 470 480 490,500 . 550 600 650 700 750 I  m/i

p  f i  pfi px ax Bands

Rycina 3. W idm a absorpcyjne cytochrom ów  w  preparacie z mięśnia sercowego 
w edług  oryginalnych obserwacji D avida Keilina [1], Objaśnienie skrótów: Red. 
— zredukow ane; Red. + CO — zredukow ane w  obecności tlenku węgla; Red. + 
KCN — zredukow ane w  obecności KCN, lub H 2S, lub N aN }; Red. An. — zredu 
kowane w  w arunkach beztlenow ych + KCN; Red. Asc. — zredukow ane kwasem  
askorbinow ym  lub hydrochinonem ; Ox. + succ. — utlenione w  obecności u retanu 
i bursztynianu; Ox. — utlenione.

dów  na działanie powietrza i ponowne ich pojawianie się 
po zamknięciu pom iędzy szkiełkami lub pod działaniem 
substancji redukujących. Ponieważ ani drożdże, ani owady, 
poza nielicznymi przypadkam i [5], nie zawierają hemoglo
biny, nie ulegało już teraz wątpliwości, że odkryta substan
cja nie jest produktem  rozpadu barwnika krwi. Z pow odu 
uniwersalnego występow ania w różnych komórkach Keilin 
nadał odkrytej przez siebie substancji nazwę cytochromu 
czyli barwnika komórkowego. Mimo liczby pojedynczej 
jaką zastosował, Keilin zdawał sobie sprawę, że chodzi tu 
praw dopodobnie o kilka pokrewnych substancji, ponieważ 
stosunek intensywności poszczególnych prążków różnił się 
w  zależności od pochodzenia preparatu, a także poszcze
gólne prążki absorpcyjne odmiennie zachowywały się pod 
wpływem  różnych w arunków  oksydacji i redukcji (Ryc. 3). 
Keilin tak opisuje swoje odkrycie [1]: "I must admit that this 
first visual perception of an intracellular respiratory process was 
one of the most impressive spectacles I have witnessed in the cour
se of my work. Now I have no doubt that cytochrome is not only 
widely distributed in nature and completely independent of hae
moglobin, but that it is an intracellular respiratory pigment which 
is much more important than haemoglobin" („Musze przyznać, 
że to pierwsze naoczne stwierdzenie wewnątrzkom órkowe
go procesu oddechowego zrobiło na mnie chyba najwięk
sze wrażenie, jakiego doświadczyłem w czasie mojej pracy. 
Obecnie nie m am  wątpliwości, że cytochrom jest nie tylko 
szeroko rozpowszechniony w przyrodzie i całkowicie nie
zależny od hemoglobiny, lecz jest także w ewnątrzkom órko
w ym  barwnikiem oddechowym, znacznie ważniejszym niż 
hemoglobina", tłum. L.W.).

Dalsze badania innych autorów potwierdziły przypusz
czenia Keilina o istnieniu wielu cytochromów. W zależności 
od struktury w idm a absorpcyjnego podzielono je na trzy 
główne grupy oznaczone literami a, b i c. W ramach każdej 
z tych grup poszczególnym jej przedstawicielom nadaw a
no następnie kolejne numery: 1, 2, 3 itd. Ponadto w latach 
pięćdziesiątych ubiegłego stulecia wyodrębniono dużą gru 
pę cytochromów o odm iennym  typie budowy i funkcji, któ-
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Rycina 4. Struktura kieszeni hemowej cytochrom u c.

rym  zgodnie z absorpcją światła przez kompleks z tlenkiem 
węgla nadano nazwę cytochromów P450. W dalszym ciągu 
niniejszego artykułu zajmę się dziejami badań nad najprost
szym cytochromem oznaczonym literą c, związkiem, który, 
jak się okazało, jest nie tylko niezbędny dla życia komór
ki, ale w określonych okolicznościach stanowi sygnał do jej 
programowanej śmierci. Badania struktury pierwszorzędo- 
wej cytochromu c pomogły nam  również odpowiedzieć na 
niektóre pytania z zakresu ewolucji świata żywego.

CYTOCHROM c -  MOLEKUŁA ŻYCIA

Cytochrom c różni się od innych cytochromów kilkoma 
podstawowym i cechami. Po pierwsze, reszta białkowa, czyli 
apocytochrom c, jest niewielkim peptydem, składającym się 
najczęściej ze stu czterech reszt aminokwasowych, o masie 
cząsteczkowej nieco ponad 12000. Reszta hemowa połączo
na jest z białkiem trwałymi wiązaniami kowalencyjnymi, 
mianowicie reszty winylowe hemu związane są z resztami 
cystein białka. Ponadto atom żelaza wiąże się koordynacyj
nie z jedną z reszt histydyny i z siarką reszty metioninowej 
(Ryc. 4). Dzięki temu atom żelaza jest niejako osłaniany i, w 
przeciwieństwie do hemoglobiny, a także cytochromu a, nie 
ma możliwości reagowania ani z jonami CN~, ani z tlenkiem 
węgla, ani z tlenem cząsteczkowym. Dzięki swej niewiel
kiej cząsteczce cytochrom c nie ulega denaturacji cieplnej, 
jak również nie wytrąca się pod w pływem  większości sub
stancji odbiałczających, co ma znakomite znaczenie w pro 
cedurach izolowania i oczyszczania tego barwnika z m ate
riału biologicznego. W pH 7 cząsteczka cytochromu c jest 
polikationem dzięki obecności licznych reszt lizynowych. 
Przestrzenny model cząsteczki cytochromu c, z centralnie 
usytuowaną resztą hemu, pokazuje rycina 5.

Rola cytochromu c jako przenośnika elektronów w łań
cuchu oddechowym  mitochondriów została wyjaśniona 
na przełomie lat 20. i 30. ubiegłego stulecia. Warto w tym 
miejscu przypomnieć, że był to okres ostrych starć między 
zwolennikami koncepcji aktywacji w odoru na poziomie 
substratów oddechowych, Heinrichem Wielandem i Torste- 
nem Thunbergiem, a twórcą teorii aktywacji tlenu, Ottonem 
Warburgiem. Keilin wykazał, że „jego" cytochromy mogły

Rycina 5. Trójwym iarowy m odel cytochrom u c. H ydrofobow e łańcuchy boczne 
am inokw asów  zaznaczone są na czerw ono (w edług [6]). Rysował Irving Geis © 
2000 H ow ard H uges Medical Institute. Reprodukcja za zgodą Sandy Geis.

być zarówno redukowane, jak i utleniane przez żywą ko
mórkę [1,7], a więc zajmowały niejako miejsce pośrednie. 
Możemy przyjąć, że w  ten sposób zostało niejako zapocząt
kowane pojęcie łańcucha oddechowego [7]. Obecnie wiemy, 
że pod względem wartości potencjału oksydoredukcyjnego 
(około + 0,26 V) cytochrom c znajduje się mniej więcej w 
połowie łańcucha. Co więcej, jest w  nim niezbędnym og
niwem, warunkującym  prawidłowy przepływ elektronów 
od substratów oddechowych do tlenu cząsteczkowego i 
sprzężoną z nim syntezę ATP, głównego źródła energii dla 
wszelkich procesów biologicznych (Ryc. 6).

Dzięki temu, że znam y dokładnie zarów no sekwencję 
am inokwasów, jak i konformację tego niewielkiego biał
ka, wiemy, jak wiąże się ono z innymi ogniwam i łańcucha 
oddechowego, a więc z jednej strony z kom pleksem  reduk-

- 0,32 V

NADH => Q
4

AT
i

ATP

+ 0,26 V

cyt.b/c1 => cyt.c
4

AT
4

ATP

+ 0,81 V

cyt.a/a3 => 0 2
4

AT
i
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Rycina 6. Usytuowanie cytochrom u c w łańcuchu oddechow ym . Przedstawiono 
najważniejsze elem enty łańcucha oddechow ego i miejsca, gdzie dzięki segre
gacji pro tonów  w  poprzek  w ewnętrznej błony mitochondrialnej tw orzy się na 
niej potencjał elektryczny (A'łf), w ykorzystyw any następnie do syntezy ATP. 
Na górze pokazano potencjały oksydoredukcyjne początku łańcucha (NADH), 
jego końca (0 2) oraz cytochrom u c — w  przybliżeniu w  połowie tych dwóch 
wartości.
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tazy cytochromu c, w skład której w chodzą cytochromy b 
i c?/ jak i oksydazy cytochromowej, czyli cytochrom ów a 
i [8,9]. Tak więc reakcyjnymi partneram i cytochrom u c 
w łańcuchu oddechow ym  są integralne białka w ew nętrz 
nej błony mitochondrialnej, mocno osadzone w lipidowej 
strukturze błony, podczas gdy sam cytochrom c jest biał
kiem hydrofilnym, które z błoną m itochondrialną wiąże się 
tylko luźno, głównie na zasadzie oddziaływ ań elektrosta
tycznych. Trwałość takich w iązań zależy od siły jonowej 
środowiska. Istotnie, przy sile jonowej, jaka panuje w  cyto- 
solu, pew na część cytochromu c ulega oddysocjowaniu od 
błony wewnętrznej i znajduje się w  formie rozpuszczonej 
w  przestrzeni między błonowej. Tak się również dzieje w 
izolowanych m itochondriach zawieszonych w roztw orze 
KC1 o stężeniu 100 mM lub wyższym. Ta m iędzybłonow a 
frakcja cytochromu c może z jednej strony być redukow a
na przez obecny w błonie zewnętrznej cytochrom b , z d ru 
giej zaś utleniana przez oksydazę cytochrom ową obecną 
w  błonie wewnętrznej. Dzięki temu, że cytochrom b5 może 
być redukow any przez NADH, system taki um ożliw iał
by utlenianie cytosolowego N ADH przez mitochondria. 
Istotnie, proces taki na bardzo niewielką skalę zachodzi w 
izolowanych m itochondriach [10,11]. Czy proces ten ma 
znaczenie w komórce, a jeśli tak, to w  jaki sposób jest regu 
lowany, pozostaje do dziś niejasne.

CYTOCHROM c -  MOLEKUŁA ŚMIERCI

Obecność cytochromu c w przestrzeni międzybłonowej 
budzi obecnie żywe zainteresowanie w  związku z jego rolą, 
jakiej jesteśmy świadomi dopiero od dziesięciu lat, miano
wicie z jego funkcją jako cząsteczki sygnałowej program o
wanej śmierci komórki. A zatem to samo białko, które pełni 
tak kluczową rolę w pozyskiwaniu przez komórkę energii 
do jej funkcji życiowych, może sygnalizować, lub wręcz 
zapoczątkować „samobójcze", z góry zaplanowane, uni
cestwienie komórki, czyli apoptozę. Pokazano mianowicie 
[12-14], że w pierwszym etapie apoptozy następuje masowy 
wyciek cytochromu c z  mitochondriów do cytosolu. Wyjaś
niono następnie, że cytochrom c, wraz z czynnikiem cyto- 
solowym oznaczanym jako Apaf (ang. apoptosis-activating 
factor), aktywuje jedną z kaspaz, w ew nątrzkom órkowych 
proteaz. Ta z kolei aktywuje inne tego rodzaju enzymy, co 
w efekcie prowadzi do samostrawienia komórki lub ułatwia 
jej eliminację przez komórki fagocytarne [15,16]. Tak więc 
decyzja, czy cytochrom c pozostanie związany z mitochon- 
driami i będzie tam funkcjonował jako przenośnik elektro
nów  w łańcuchu oddechowym, czy też zostanie uwolniony 
do cytosolu, stanowi o życiu lub śmierci komórki.

Nie miejsce tu na omawianie mechanizmu apoptozy i jej 
różnych odmian. Chciałbym natomiast zatrzymać się nad 
samym procesem uwalniania cytochromu c z mitochon
driów  do cytosolu. Przypomnę, że — jak to między innymi 
zostało wykazane w naszej pracowni jeszcze na przełomie 
lat 60. i 70. ubiegłego stulecia [17,18] — zewnętrzna błona 
mitochondrialna jest nieprzepuszczalna dla cząsteczek tej 
wielkości co cytochrom c. A więc zakładano początkowo, 
że sygnał proapoptotyczny winien w  pierwszym  etapie po
wodować rozerwanie tej błony, co umożliwiłoby wyciek 
cytochromu c z przestrzeni międzybłonowej lub jego od- 
dysocjowanie od błony wewnętrznej i przejście do cytosolu

do apoptozy

Rycina 7. Dwie koncepcje uw alniania cytochrom u c z  m itochondriów, zapocząt
kowujące proces apoptozy. a — Pęcznienie m itochondriów  i pękanie zewnętrznej 
błony m itochondrialnej. b — W spółczesny pogląd na wybiórcze uprzepuszczal- 
nianie zewnętrznej błony wobec cytochrom u c przez proapoptotyczne białka Bid 
i Bax. Proces ten jest ham ow any przez antyapoptotyczne białka Bcl-2 i Bcl-XL. 
W edług [23], reprodukcja za zgodą wydawcy: M acmillan Publishers Ltd.

[19]. Miało by temu sprzyjać pęcznienie mitochondriów. I 
rzeczywiście, wielokrotnie pokazywano, że izolowane mi
tochondria, pęczniejąc, tracą znaczne ilości cytochromu c. 
Jednakże, tak zwane pęcznienie na wielką skalę, obserwo
wane na izolowanych mitochondriach, na przykład pod 
w pływ em  czynników otwierających niespecyficzny kanał 
dla jonów i drobnych cząsteczek, w zasadzie nie dotyczy 
mitochondriów in situ, w nienaruszonej komórce. W ów
czas to japońscy badacze, Tsujiomoto i Shimizu [20], a za 
nimi i inni autorzy, w Europie głównie grupa Martinou z 
Genewy [21,22], pokazali, że białka proapoptotyczne Bax i 
Bid tworzą w zewnętrznej błonie mitochondrialnej kanały 
umożliwiające wyciek związków wielkocząsteczkowych, a 
więc cytochromu c i białka AIF. Podobne działanie w yka
zano również dla sztucznych, modelowych, błon fosfolipi- 
dowych [22], Wcześniejszą koncepcję pękania zewnętrznej 
błony mitochondrialnej i późniejszą, selektywnego uprze- 
puszczalnienia wobec cytochromu c, ilustruje rycina 7.

Dużą rolę w uwalnianiu mitochondrialnego cytochro
m u c przypisuje się obecnie również tak zwanym  miejscom 
kontaktowym  między zewnętrzną a w ewnętrzną błoną mi
tochondrialną. W iadomo na przykład, że białka Bax i Bid

Błona wewnętrzna

Rycina 8. Schemat budow y „miejsca kontaktowego" m itochondriów  i koncep
cji roli tych miejsc w  zapoczątkow aniu uw alniania cytochrom u c [25], Objaśnie
nie symboli: VDAC — m itochondrialna poryna czyli zależny od napięcia kanał 
anionow y (Voltage D ependent Anion Channel), HK — heksokinaza, PBR — pe
ryferyjny receptor benzodiazepinow y, ANT — transporter nukleotydów  adeni- 
nowych, CypD — cyklofilina. Proapoptotyczne białko Bax pow oduje „otwarcie" 
miejsca kontaktow ego (strzałka) i uwolnienie cytochrom u c w  p ierw szym  rzędzie 
z tego miejsca. Przeciwdziała tem u antyapoptotyczne białko Bcl-2. (Rysunek w y
konany przez M.R. Więckowskiego).
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preferencyjnie wiążą się z miejscami kontaktowymi, a to 
praw dopodobnie na skutek obecności w  nich kardiolipiny, 
fosfolipidu charakterystycznego dla błony wewnętrznej [24], 
Przyjrzyjmy się więc tym osobliwym miejscom w strukturze 
mitochondrionu. Za tworzenie miejsc kontaktowych odpo
wiedzialna jest nie tylko, jak się wydaje, fuzja dw uw arstw  
lipidowych obu błon mitochondrialnych, zewnętrznej i w e
wnętrznej, ale także konkretne białka, przede wszystkim 
poryna mitochondrialna (białko VDAC) obecna w błonie 
zewnętrznej i translokaza nukleotydów adeninowych obec
na w błonie wewnętrznej. Ponadto, w skład miejsca kontak
towego wchodzi heksokinaza, a w  mitochondriach mięśni 
i m ózgu — kinaza kreatynowa [25]. W edług naszych da
nych [26] miejsca kontaktowe zawierają dość znaczne ilości 
związanego cytochromu c (Ryc. 8). To właśnie cytochrom c 
związany w miejscach kontaktowych może być jako pierw 
szy uwalniany pod w pływem  białek proapoptotycznych. 
Możliwy wydaje się zatem następujący scenariusz. Pro- 
apoptotyczne białka, między innymi Bax i Bid, uwalniają 
cytochrom c w pierwszym rzędzie z miejsc kontaktowych. 
Uwolniony do cytosolu cytochrom c aktywuje kaspazy, co z 
kolei powoduje nadtrawienie błony zewnętrznej mitochon
driów i ułatwia uwolnienie, już teraz masowe, pozostałego 
cytochromu c, co jeszcze bardziej aktywuje szlak kaspazo- 
wy i prow adzi do apoptotycznej śmierci komórki. N iedaw 
no wykazano, że proapoptotyczne działanie cytochromu c 
może być ham owane przez białka szoku cieplnego, które 
zarówno przeciwdziałają aktywowaniu przez cytochrom c 
kaspaz, jak również mogą go po prostu wiązać [27],

CYTOCHROM c JAKO WYZNACZNIK EWOLUCJI

Cytochrom c występuje niemal w całym świecie żywym, 
od prokariontów, poprzez grzyby, rośliny, aż do zwierząt. 
Dzięki niewielkiej, jak na białko, cząsteczce jego struktura 
pierwszorzędowa została dokładnie poznana u różnych 
gatunków, przy czym stwierdzono zadziwiającą konser- 
watywność pewnych rejonów, w szczególności tych, które 
sąsiadują z resztą hemową, i zmienność innych rejonów 
cząsteczki. Jest jednak znamienne, że mimo dość znacz
nych różnic w strukturze pierwszorzędowej tych bardziej 
odległych rejonów, specyficzność gatunkowa cytochromów 
c jest dość słabo zaznaczona. Na przykład cytochrom c z 
drożdży może być utleniany przez oksydazę cytochromo- 
wą ssaków i odwrotnie. Natomiast zmienność gatunkowa

cytochromów c posłużyła do badań ewolucji świata żywe
go. W badaniach tych pierwszorzędną rolę odegrał zespół 
Emanuela Margoliasha na Uniwersytecie stanu Illinois w 
Chicago począwszy od lat 60. ubiegłego wieku [28,29]. Im 
więcej różnic w obsadzeniu poszczególnych pozycji w łań
cuchu peptydow ym  cytochromu c, tym więcej przypadko
wych mutacji musiało zaistnieć od czasu, gdy poszczególne 
gałęzie filogenezy rozdzieliły się. W ten sposób Margoliash 
i współpracownicy zbudowali drzewo genealogiczne świa
ta żywego (Ryc. 9). Drzewo to na ogół potwierdza obraz, 
jaki znamy na podstawie badań anatomicznych, morfolo
gicznych, a także paleontologicznych. Widać z niego, na 
przykład, jak wcześnie wyodrębniły się królestwa roślin, 
grzybów i zwierząt. Ale są pewne zastanawiające różnice. 
Na przykład z przedstawionego schematu wynikałoby, że 
ssaki dość wcześnie i mniej więcej w tym samym czasie roz
dzieliły się na torbacze, naczelne i pozostałe rzędy. A więc, 
mówiąc obrazowo i w  uproszczeniu, mamy — to znaczy 
człowiek — tyle samo pokrewieństwa, przynajmniej jeśli 
chodzi o strukturę pierwszorzędową cytochromu c, z kan
gurem, co na przykład z psem lub owcą. Tu w ypada jednak 
dodać, że przedstawione tu drzewo genealogiczne opiera 
się na założeniu, że wszystkie przypadkow e mutacje, pole
gające na zamianie pozycji poszczególnych aminokwasów 
w cząsteczce cytochromu c, były jednakowo praw dopodob
ne i nie podlegały selekcji na skutek doboru naturalnego, co 
wcale nie musi być prawdą.

DAVID KEILIN

Przyjrzyjmy się na koniec sylwetce D avida Keilina. 
U rodzony w M oskwie 21 marca 1887 r. w rosyjsko-żydow- 
skiej rodzinie, dzieciństw o i lata nauki szkolnej spędził 
w W arszawie. W latach 1897-1904 uczęszczał do założo
nego przez Wojciecha Górskiego gim nazjum , znanego z 
w ysokiego poziom u nauczania. Po ukończeniu tej szkoły 
postanow ił poświęcić się m edycynie i w  tym  celu w 1904 
r. wyjechał do Liège. Ze s tud iów  m edycznych m usiał jed 
nak szybko zrezygnow ać z pow odu  słabego zdrow ia — 
od wczesnej młodości cierpiał na uporczyw ą astmę. Za
interesow ał się więc naukam i biologicznymi, a konkret
nie entom ologią. S tudia w tym  k ierunku kontynuow ał 
na paryskiej Sorbonie i tam że podjął swą pierw szą pracę 
naukow ą w Laboratoire d 'É volu tion  des Etres Organisés. 
W 1915 r. przeniósł się do Wielkiej Brytanii i rozpoczął 
pracę na Uniw ersytecie w Cam bridge (Ryc. 10). W 1921 
r. przyjął zaproszenie do pracy w n iedaw no u tw orzonym  
M olteno Institute of Parasitology w C am bridge, w któ 
rym  pozostał do końca sw ych dni, od 1925 r. jako profe
sor, a w  latach 1931-1952 jako dyrek tor Insty tutu . W 1928 
r. został w ybrany  członkiem  Royal Society (brytyjskiego 
odpow iednika  Akadem ii N auk). W śród licznych god 
ności i tytułów , których dostąpił w  latach późniejszych, 
był rów nież w ybór na członka zagranicznego Polskiej 
Akadem ii N auk w 1959 r. Zm arł na atak serca 27 lutego 
1963 r. Do końca życia był czynny naukow o. Poza liczny
mi publikacjam i w naukow ych periodykach, w  których 
przedstaw iał swe odkrycia i obserwacje, Keilin zam ierzał 
napisać obszerny przegląd  na tem at historii badań  nad 
m etaloproteinam i i ich funkcją w oddychan iu  kom órko
wym. Dzieło to tw orzył latami, począw szy od końca lat 
czterdziestych ubiegłego stulecia i niem al doprow adził

Rycina 9. Drzewo genealogiczne Eukarionta na  podstaw ie zmienności cytochro
m u c. W edług [28], Miejsce ewolucyjnego oddzielenia się naczelnych od pozosta
łych ssaków oznaczono czerw onym  kółkiem.
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Rycina 10. David Keilin w swojej pracow ni w  Quick Laboratory w  Cam bridge 
(1916). Obok mikroskop połączony ze spektroskopem . W edług [30] za zgodą au 
tora.

do końca przed  swą nagłą śmierci. Pozostaw iony rękopis 
uporządkow ała, uzupełn iła  i w ydała  w  1966 r. w  postaci 
pokaźnej książki [1] córka, Joan Keilin.

David Keilin znany był z łagodności charakteru oraz przy
jaznego i bezpośredniego stosunku do otoczenia. Jego współ
pracownicy, a nawet studenci, zawsze mieli do niego dostęp, 
bez potrzeby meldowania się i umawiania przez sekretarkę. 
Nie lubił tylko, gdy przeszkadzano mu w doświadczeniu. Z 
powodu wątłego zdrowia nie uprawiał żadnych sportów; nie 
jeździł nawet na rowerze, powszechnym środku lokomocji w 
Cambridge. Przy dobrej pogodzie z niezbyt odległego domu 
do pracy chadzał pieszo. W niepogodę podwoziła go samo
chodem żona, również pochodząca z Polski, rozpoczynając 
— jako lekarz rodzinny — odwiedzanie swych pacjentów. 
Państwo Keilinowie mieli jedyną córkę, Joan, po mężu Whi- 
teley. Poszła ona w  ślady ojca, specjalizując się w biochemii. 
Przez jakiś czas współpracowała z twórcą „chemiosmotycz- 
nej" koncepcji oksydacyjnej fosforylacji, Peterem Mitchel
lem.

Keilin miał bardzo szerokie zainteresowania naukowe. 
Choć swe największe odkrycia dokonał w zakresie bioche
mii, sam uważał się przede wszystkim za parazytologa i en
tomologa. Od 1934 r. do końca życia pełnił funkcję redaktora 
czasopisma Parasitology. Jego zainteresowania wykraczały

zresztą poza nauki przyrodnicze. Interesował się między in
nymi historią nauk. Warto także wspomnieć, że zanim zde
cydował się ostatecznie poświęcić naukom biologicznym, 
przez krótki czas próbował studiów na wydziale filozofii i 
sztuk pięknych Sorbony. Keilin imponował swym kolegom 
znajomością języków. Większość naukowców brytyjskich 
władała bowiem wyłącznie swym językiem ojczystym, co 
było znacznym utrudnieniem w kontaktach międzynarodo
wych. Trzeba bowiem pamiętać, że w okresie przedwojen
nym angielski nie był jeszcze tak powszechnym i międzyna
rodowym środkiem komunikowania się naukowców, jakim 
jest obecnie. Keilin natomiast swobodnie władał francuskim, 
niemieckim i rosyjskim i w tych językach prowadził rozległą 
korespondencję. Za swój język ojczysty uważał jednak pol
ski i, choć biegle mówił po angielsku, jego bliski współpra
cownik, Max Perutz [31], wspomina, że nigdy nie wyzbył się 
polskiego akcentu. Wyrazem lingwistycznych zainteresowań 
Keilina może być krótki, jednostronicowy artykuł w Nature 
[32], w którym odkrywca cytochromów przedstawia, jak na 
przestrzeni dziejów różne języki zajmowały dominującą rolę 
w komunikowaniu się ludzi wykształconych, od starożytnej 
greki, poprzez łacinę, później język francuski i wreszcie an
gielski. Kończy jednak refleksją, że aby naprawdę zrozumieć 
kulturę jakiegoś kraju, trzeba poznać jego język.

Otoczenie Keilina, a przede wszystkim jego współpra
cownicy, uważali, że za swe fundamentalne odkrycie cyto
chromów i wyjaśnienie ich podstawowej funkcji ze wszech 
miar zasługuje on na Nagrodę Nobla. W edług Maxa Perut- 
za [31], późniejszego laureata Nagrody Nobla za strukturę 
hemoglobiny w 1962 r., Keilin powinien był ją dostać bądź 
wspólnie z Ottonem W arburgiem w 1931 r., bądź z H ugo
nem Theorellem w 1955 r. Obie te nagrody dotyczyły bo
wiem badań nad enzymami oddechowymi. Sam Keilin 
jednak z hum orem  odnosił się do takich spekulacji. Swemu 
przyjacielowi i współpracownikowi, Tadeuszowi Mannowi, 
miał powiedzieć: „Kiedy stanę u wrót Nieba, święty Piotr 
nie zapyta mnie, czy przynoszę Nagrodę Nobla".
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ABSTRACT

This is an outline of the history of research on cytochrome c. Cytochromes were first discovered by Charles A. MacMunn (1886) and re-di- 
scovered by David Keilin (1925) who also identified their function in cell respiration. The role of cytochrome c in the mitochondrial electron 
transport chain has been well established, thus pointing to a vital role of this haemoprotein in cell function. Yet, towards the end of the last 
century, a novel role of cytochrome c, namely as a signal molecule for the programmed cell death (apoptosis), has been described. Differences 
in aminoacid composition of cytochrome c have also been used as markers of biochemical evolution. The article ends with a short biographic 
note on David Keilin.
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Kanał VDAC jako regulator funkcji mitochondriów

STRESZCZENIE

Regulacja fizjologii mitochondriów, będąca warunkiem prawidłowego funkcjonowania 
komórek, wymaga skutecznej wymiany cząsteczek między mitochondriami i cytopla- 

zmą, zachodzącej na poziomie zewnętrznej błony mitochondrialnej. Podstawowym narzę
dziem wym iany metabolitów między mitochondriami i cytoplazmą jest zależny od potencja
łu kanał o selektywności anionowej, kanał VDAC, nazywany także poryną mitochondrialną. 
Kanał ten został odkryty w  roku 1976 i przez ostatnie 30 lat był intensywnie badany. Badania 
te doprowadziły do ustalenia jego kluczowej roli w  regulacji metabolicznych i energetycz
nych funkcji mitochondriów. Niniejszy artykuł przeglądowy podsumowuje aktualny stan 
wiedzy dotyczący udziału kanału VDAC w dystrybucji ATP, w  utrzymaniu homeostazy 
wapniowej komórki, w  ochronie przed stresem oksydacyjnym i uruchomieniu apoptozy.

WPROWADZENIE

Trzydzieści lat temu podręczniki opisywały mitochondria jako organelle 
otoczone dwiema błonami — wewnętrzną, odpowiedzialną za przekształcanie 
energii swobodnej, oraz zewnętrzną, stanowiącą półprzepuszczalną barierę. 
Organizacja molekularna błony wewnętrznej była już w tedy całkiem dobrze 
poznana, podczas gdy o błonie zewnętrznej wiedziano niewiele. Przełom na
stąpił pod koniec lat siedemdziesiątych, kiedy to w roku 1976 zidentyfikowano 
białko odpowiedzialne za selektywną przepuszczalność błony zewnętrznej [1]. 
Białko to tworzy w błonie porę dyfuzyjną nazw aną kanałem VDAC czyli zależ
nym  od potencjału kanałem o selektywności anionowej (ang. voltage dependent 
anion channel). Wkrótce kanał ten został wyizolowany z mitochondriów orga
nizm ów „wszystkich grup systematycznych" oraz przebadany w układach re
konstytuowanych. Stwierdzono, że wykazuje on niezwykłą konserwatywność 
podstaw ow ych param etrów elektrofizjologicznych, tj. wartości przewodnictwa, 
selektywności i zależności od potencjału. Wartość przewodnictwa pojedyncze
go kanału w stanie otwartym, wyznaczana w obecności 1 M KC1, wynosi ok. 
4 nS. W raz ze wzrostem wartości przyłożonego potencjału następuje zam yka
nie kanałów VDAC, czemu towarzyszy zmniejszenie wartości przewodnictwa i 
zmiana selektywności z anionowej na kationową. Zatem, poddany rekonstytucji 
kanał VDAC może istnieć w  różnych stanach funkcjonalnych, mieszczących się 
między stanem otwartym  i całkowicie zamkniętym, różniących się przew odni
ctwem i selektywnością [2-8]. W mitochondriach obserwuje się zazwyczaj sto
sunkow o łagodne ograniczenie przewodnictwa kanału VDAC, czemu jednak 
towarzyszy drastyczna zmiana w jego selektywności na kationową [8]. Bada
nia w układach rekonstytuowanych, też na nienaruszonych mitochondriach, 
doprow adziły  także do identyfikacji wielu czynników zdolnych do modulacji 
działania kanału VDAC. Czynniki te ogólnie m ożna podzielić na zwiększające 
i zmniejszające podstawową dla kanału VDAC zależność od potencjału [2-5,7- 
8]. Określono także sekwencję aminokwasów dla białek VDAC izolowanych 
z różnych organizmów i podjęto próby określenia ich struktury przestrzennej 
Do tej pory jednak nie udało się opracować powszechnie akceptowanego m o
delu struktury  przestrzennej białka VDAC. Najnowsze informacje na ten temat 
czytelnik może znaleźć w  pracach przeglądowych M. Colombiniego [8] oraz 
V. De Pinto i in. [6]. Natomiast podstaw ow e informacje na temat właściwości 
fizykochemicznych kanału VDAC zawarte są w  pracy przeglądowej H. Kmity i 
N. Antoś [5] oraz w  pracach angielskojęzycznych [2-4,6-8].

Już w latach osiemdziesiątych ubiegłego wieku pojawiły się pierwsze donie
sienia wskazujące na możliwość oddziaływania kanału VDAC z innymi białkami 
mitochondrialnymi i cytoplazmatycznymi. Obecnie wiadomo, iż kanał VDAC 
tworzy kompleksy z różnymi białkami o różnym  stopniu komplikacji, w tym 
z translokazą nukleotydów adeninowych i białkami z rodziny Bcl-2 [4,7,9,11] 
oraz kompleksy o charakterze homooligomerów [12]. W latach dziewięćdziesią-

Hanna Kmita 

Olgierd Stobienia

Zakład Bioenergetyki, Instytut Biologii Mo
lekularnej i Biotechnologii, U niwersytet im. 
A dam a Mickiewicza, Poznań

Zakład Bioenergetyki, Instytut Biologii 
M olekularnej i Biotechnologii, U niwersytet 
im. A dam a Mickiewicza, ul. Fredry 10, 61-701 
Poznań; e-mail: km ita@ am u.edu.pl, tel. (061) 
829 45 32

A rtykuł otrzym ano 12 września 2005 r.
A rtykuł zaakceptowano 13 października 2005 r.

Słowa kluczowe: m itochondria, kanał VDAC, 
dystrybucja ATP, hom eostaza w apniow a, re
aktyw ne formy tlenu, apoptoza

Wykaz skrótów: PTP — kom peks białkowy 
odpow iedzialny za uprzepuszczelnienie błon 
m itochondrialnych (ang. permeability transition 
pore); RFT — reaktyw ne formy tlenu (ang. re
active oxygen species); VDAC — zależny od po
tencjału kanał o selektywności anionowej (ang. 
voltage dependent anion channel)

Postępy Biochemii 52 (2) 2006 129http://rcin.org.pl

mailto:kmita@amu.edu.pl


tych ubiegłego wieku stwierdzono, iż białko VDAC tworzy 
funkcjonalny kanał w stanie monomeru, ale może występo
wać w  postaci różnych izoform kodowanych przez odrębne 
geny i tworzących kanały o zróżnicowanej charakterystyce 
[4,8]. Niewątpliwie, obecność kanału VDAC w komplek
sach o różnym składzie i stechiometrii, jak i występowanie 
jego izoform decyduje o specjalizacji tego kanału w zakresie 
określonych funkcji.

Podobnie jak większość białek m itochondrialnych 
białka VDAC są kodow ane przez genom jądrow y i syn
tetyzowane na rybosomach cytoplazmatycznych. Dopiero 
n iedaw no uzyskano pełniejsze dane dotyczące w budow a
nia kanału VDAC w błonę zew nętrzną m itochondriów i 
w istniejące w tej błonie funkcjonalne kompleksy. Pod
staw ow ą rolę w tych procesach odgryw a kompleks TOM 
(ang. translocase of the outer mitochondrial membrane), któ 
ry um ożliw ia w prow adzenie białka VDAC do mitochon
driów [13] i następnie kompleks TOB (ang. topogenesis of 
ß-barrel membrane proteins), umożliwiający w budow anie w 
błonę i w  funkcjonalne kompleksy [14-16]. Kompleks TOB 
nazyw any jest również kompleksem SAM (ang. sorting and 
assembly machinery) [17,18], a jego głównym  składnikiem 
jest białko Tob55 (Sam50), które jest zdolne do tw orze
nia kanału i podobnie jak białko VDAC tworzy w błonie 
strukturę beczułki ß. Białko Tob55 zaliczane jest do ro 
dziny hom ologów białka Omp85, a białka należące do tej 
rodziny uznaje się za podstaw ow y składnik kompleksów 
uczestniczących w biogenezie błony zewnętrznej bakterii 
jak i mitochondriów. Praw dopodobnie białka te odegrały 
także kluczową rolę w przekształceniu endosymbiotycznej 
bakterii w m itochondria [15]. W tym kontekście pojawia 
się oczywiście pytanie dotyczące ewolucyjnego pokre
w ieństwa między kanałem  VDAC i porynam i bakteryjny
mi, uczestniczącymi w transporcie cząsteczek przez błonę 
zew nętrzną bakterii. W latach 80-tych i 90-tych ubiegłego 
wieku stosowano powszechnie term in „poryna mitochon- 
drialna", zakładając pokrew ieństw o ewolucyjne między 
kanałem VDAC i poryną bakteryjną. Obecnie, w świetle 
dostępnych danych pokrewieństwo to jest negowane. W 
istocie funkcjonują dw a przeciwstawne poglądy, z których 
jeden wskazuje na istnienie takiego pokrewieństwa [6], a 
drugi uznaje istniejące podobieństw a za całkowicie p rzy 
padkow e [8] i w zw iązku z tym stosowanie term inu „pory
na m itochondrialna"za nie uzasadnione.

Nie ulega natomiast wątpliwości, iż w  sensie ewolucyj
nym  mitochondria są strukturam i bakteryjnymi, które tak 
silnie zintegrowały się z komórką gospodarza, iż zatraciły 
zdolność samodzielnego funkcjonowania, decydując rów 
nocześnie o „być albo nie być" komórki eukariotycznej [19]. 
Zewnętrzna błona mitochondriów, będąc wytworem  ko
mórki gospodarza, stanowi równocześnie skutek licznych, 
fascynujących i innowacyjnych zmian adaptacyjnych któ
re pojawiły się w toku ewolucji komórek eukariotycznych 
i doprowadziły do powstania selektywnej bariery będącej 
równocześnie miejscem kontroli. Jednym ze sposobów kon
troli mitochondriów przez komórkę jest kontrola ruchu me
tabolitów i jonów przez zewnętrzną błonę mitochondrialną, 
co jest możliwe dzięki obecności w tej błonie kanału VDAC. 
Tym sposobem kanał VDAC zyskuje centralną rolę w  regu
lacji funkcji mitochondriów w komórce.

DYSTRYBUCJA ATP

Synteza ATP to podstaw ow a funkcja m itochondriów  
w ym ieniana w podręcznikach. Oczywiście w ym aga ona 
dostarczenia m itochondrialnych substratów  oddecho 
wych, których transport przez zew nętrzną błonę m ito
chondrialną jest kontrolow any przez kanał VDAC. O stat
nio wskazuje się również na to, iż obok syntezy ATP m ito
chondria mogą także regulować dostęp tego m etabolitu do 
różnych miejsc komórki [20], Decydującą rolę w uw aln ia 
niu ATP z m itochondriów  odgryw a przepuszczalność bło
ny zewnętrznej, która jest pochodną stanu funkcjonalnego 
kanału VDAC. W stanie o wysokiej przewodności, który 
odpow iada stanowi otw artem u, kanał VDAC w ykazuje 
selektywność anionową, co um ożliw ia transport ATP jak 
i innych m etabolitów obdarzonych ładunkiem  ujemnym. 
Zm iana stanu funkcjonalnego kanału VDAC w kierunku 
stanu zam kniętego pociąga za sobą zmniejszenie średnicy 
kanału jak i zm ianę jego selektywności na bardziej katio 
nową, co praktycznie eliminuje możliwość transportu  ATP 
i innych anionów  [7,8,21]. Zatem, każdy z czynników re
gulujących stan funkcjonalny kanału VDAC będzie miał 
podstaw ow e znaczenie dla możliwości dostarczenia ATP 
poza mitochondria. Co ciekawe, sam ATP może wiązać się 
z kanałem  VDAC m odulując jego działanie [7,8]. W iąza
nie ATP przez kanał VDAC prow adzi praw dopodobnie  
do jego zagęszczania we w nętrzu  kanału, co przyspiesza 
transport ATP w obecności jego niskich stężeń i zwalnia 
ten transport w  obecności wysokich stężeń ATP. Regulacja 
kanału VDAC w w yniku w iązania ATP ma zapew ne klu 
czowe znaczenie dla realizacji energetycznych potrzeb ko
mórki, um ożliw ia bowiem  dostosowanie szybkości trans
portu ATP do istniejących w arunków .

ATP transportow any  przez kanał VDAC może być 
preferencyjnie k ierow any do określonych celów. Jest to 
m ożliw e dzięki tem u, iż kanał VDAC tw orzy miejsca 
kontaktow e pom iędzy sąsiadującym i m itochondriam i, 
jak i m itochondriam i i innym i organellam i (patrz „U trzy 
m anie hom eostazy w apniow ej kom órki"). Ponadto  bar
dzo w ażną rolę w dystrybucji ATP transportow anego 
przez kanał VDAC odgryw a oddziaływ anie  tego kanału 
z białkiem  prow adzącym  transpo rt ATP przez błonę w e 
w nętrzną, czyli translokazą nukleo tydów  adeninow ych
[22.23]. Białka te tw orzą łącznie system  transportu  n u 
kleotydów  adeninow ych, a istotną rolę w działaniu  tego 
system u odgryw a oddziaływ anie  kanału  VDAC z k ina
zam i (Ryc. 1). Są to heksokinaza, kinaza glicerolowa i 
kinaza kreatynow a, które dzięki tem u oddziaływ aniu  
zyskują u łatw iony  dostęp  do ATP, co ma istotne konse
kwencje fizjologiczne [3,11,23]. Eksportow any ATP jest 
bezpośrednio  przekształcany przez kinazy do ADP, k tó 
ry szybko pow raca do m atriks m itochondrialnej i może 
podlegać fosforylacji oksydacyjnej [11]. Równocześnie, 
oddziaływ anie  kanału  VDAC z heksokinazą lub kina- 
zą kreatynow ą przeciw działa aktywacji kom pleksu PTP
[23.24], co ma decydujące znaczenie dla uruchom ienia  
apoptozy  (patrz „Kluczowa rola w procesie apoptozy"). 
Z drugiej strony u łatw ienie dostępu  ATP do heksokinazy 
i wynikające stąd ułatw ienia  w zapoczątkow aniu  glikoli
zy, odgryw ają podstaw ow ą rolę w  m etabolizm ie energe
tycznym  kom órek now otw orow ych [25],
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Rycina 1. Kanał VDAC stanow i integralną część m itochondrialnego system u 
transportu  nukleotydów  adeninowych, decydującego o dostępności ATP do róż
nych przedziałów  komórkowych. Istotną rolę w  działaniu tego system u odgryw a 
oddziaływ anie kanału VDAC z translokazą nukleotydów  adeninow ych i kina
zami, np. heksokinazą, i k inazą kreatynową, które dzięki tem u oddziaływ aniu  
zyskują u łatw iony dostęp do ATP. Eksportow any ATP jest bezpośrednio prze 
kształcany przez kinazy do ADP, który szybko pow raca do  m atriks mitochon- 
drialnej i m oże podlegać fosforylacji oksydacyjnej. Objaśnienia skrótów: TNA
— translokaza nukleotydów  adeninowych; F0F1 — syntaza ATP; A — kinaza 
adenylanow a; H — heksokinaza; G — glukoza; G6P — glukozo-6-fosforan; Kr
— kreatyna; KrP — fosforan kreatyny; Km i Kc — odpow iednio  m itochondrialna 
i cytoplazm atyczna forma kinazy kreatynowej.

Co ciekawe, ATP powstający w wyniku glikolizy może 
być również zużywany przez mitochondria, co stw ierdzo
no, na przykład, dla eozynofili, w których mitochondria od 
grywają niewielką rolę w  syntezie ATP. Wymaga to oczy
wiście transportu tego metabolitu do mitochondriów, który 
zachodzić musi dzięki kanałowi VDAC. Zjawisko to stano
wi skrajny przypadek zużywania ATP przez mitochondria, 
które zachodzi w warunkach niedotlenienia [19]. Pojawia 
się oczywiście pytanie dotyczące przyczyny zużywania 
ATP przez mitochondria, uznawane przecież za podsta
w owe generatory ATP w komórkach. Okazuje się, iż ATP 
kierowany do mitochondriów lub w nich pozostający w w a
runkach niedotlenienia, umożliwia działanie syntazy ATP 
jako pom py protonowej, co z kolei umożliwia utrzym anie 
potencjału wewnętrznej błony mitochondrialnej. Obecność 
tego potencjału chroni komórkę przed uwolnieniem z mi
tochondriów białek proapoptotycznych [19]. Zatem, kanał 
VDAC jest jednym z białek o podstaw ow ym  znaczeniu w 
przebiegu apoptozy (patrz „Kluczowa rola w  procesie apo- 
ptozy").

UTRZYMANIE HOMEOSTAZY 
WAPNIOWEJ W KOMÓRCE

Jony w apnia (Ca2+) odgrywają podstaw ow ą rolę w  re
gulacji syntezy ATP przez mitochondria [7,26], ponieważ 
regulują działanie wielu białek mitochondrialnych zaan
gażowanych pośrednio lub bezpośrednio w ten proces. Są 
to m iędzy innymi enzymy uczestniczące w cyklu Krebsa, 
utlenianiu kwasów tłuszczowych i katabolizmie am ino
kwasów oraz syntaza ATP jak i nośniki wewnętrznej błony

mitochondrialnej, w tym translokaza nukleotydów adeni
nowych [7,19], Ponadto jony Ca2+ wprow adzone do matriks 
mitochondrialnej stanowią kluczowy aktywator kompleksu 
PTP (patrz „Kluczowa rola w procesie apoptozy"), czego 
konsekwencją może być śmierć komórki (np. [7,19]). Z d ru 
giej strony, pobieranie i uwalnianie jonów wapnia przez 
mitochondria odgryw a istotną rolę w regulacji stężenia jo
nów w apnia w  komórce, co z kolei jest podstawą tworzenia 
fizjologicznych sygnałów wykorzystujących jony Ca2+ [27], 
Zatem, pobieranie, akumulacja i uwalnianie jonów wapnia 
przez mitochondria ma podstawowe znaczenie nie tylko dla 
mitochondriów, ale również dla całej komórki i to zarówno 
w terminach fizjologii jak i patologii. W iadomo bowiem, iż 
prawidłowe funkcjonowanie komórek gwarantowane jest 
przez utrzym anie cytoplazmatycznego stężenia jonów Ca2+ 
na odpow iednim  poziomie, czego najlepszym przykładem 
są komórki nerwowe i glejowe [19,20]. Z drugiej strony 
wiele stanów patologicznych wywołanych upośledzeniem 
funkcji mitochondriów wynika właśnie ze zmian w gospo
darce wapniowej mitochondriów, w tym z przeładowania 
mitochondriów jonami Ca2+. Na przykład wzrost stężenia 
jonów w apnia w mitochondiach odgrywa kluczową rolę 
w uruchomieniu śmierci komórek nerwowych w wyniku 
ekscytotoksyczności [28], Co więcej, istnieją dane wskazu
jące na udział wysokiego stężenia jonów wapnia w matriks 
mitochondrialnej w generacji reaktywnych form tlenu (ang. 
reactive oxygen species) [29,30], które stanowią dla komórki 
poważne zagrożenie (patrz „Ochrona przed stresem oksy
dacyjnym"). Samo upośledzenie transportu jonów Ca2+ do 
mitochondriów także ma poważne konsekwencje funkcjo
nalne. Prowadzi ono między innymi do rozwoju padaczki 
mioklonicznej z występowaniem  „włókien szmatowatych" 
w  mięśniach (MERRF — ang. myoclonic epilepsy with ragged- 
red fibers) [19].

Mitochondria zawierają kilka różnych systemów służą
cych transportowi jonów Ca2+. Są to: (1) uniporter wrażliwy 
na czerwień rutenową; (2) szybki mechanizm pobierania 
(RaM — ang. rapid mode of uptake), różniący się od unipor- 
tera między innymi modulacyjnym wpływem  ATP oraz (3) 
zależne i niezależne od jonów N a+ drogi wypływ u z mito
chondriów [19,31-33]. Wszystkie te systemy funkcjonują w 
obrębie wewnętrznej błony mitochondrialnej. Natomiast 
transport jonów w apnia przez zewnętrzną błonę mitochon- 
drialną do i z mitochondriów odbywa się dzięki kanałowi 
VDAC. Co więcej, jony wapnia mogą uczestniczyć w re
gulacji przepuszczalności kanału VDAC [7,8]. Pojawia się 
oczywiście pytanie, w  jaki sposób kanał z definicji dyspo
nujący selektywnością anionową może prowadzić transport 
kationów, jakimi są jony wapnia? Wymaga to zmiany sta
nu funkcjonalnego kanału, w  kierunku stanu bardziej za
mkniętego, czemu towarzyszy zmniejszenie średnicy kana
łu i zmiana selektywności na bardziej kationową [8].

Jeszcze niedawno prace poświęcone udziałowi mito
chondriów w homeostazie wapniowej komórki i wpływowi 
jonów Ca2+ na procesy mitochondrialne pomijały kwestie 
transportu jonów wapnia przez zewnętrzną błonę mitochon- 
drialną, koncentrując się głównie na działaniu systemów 
transportowych błony wewnętrznej. Uznawano bowiem, iż 
zewnętrzna błona mitochondrialna jest przepuszczalna dla 
małych jonów. Obecnie nie ulega już wątpliwości, że trans-
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port jonów w apnia przez kanał VDAC ma istotne znacze
nie dla szybkiego przemieszczania się tych jonów między 
mitochondriami, cytosolem i siateczką śródplazmatyczną 
[34,35], co z kolei umożliwia regulację procesów zachodzą
cych w mitochondriach jak i prow adzi do powstania lub 
wyłączenia sygnału wapniowego. Dlatego kanał VDAC od
grywa podstawową rolę nie tylko w regulacji syntezy ATP 
przez mitochondria, ale również w angażujących jony Ca2+ 
procesach przekazywania sygnału w komórce [7], Badania 
poświęcone pobieraniu jonów w apnia przez mitochondria 
doprowadziły do wniosku, iż skuteczność tego procesu w y
maga zlokalizowania mitochondriów blisko miejsc uw al
niania jonów Ca2+ przez siateczkę śródplazmatyczną lub 
ich napływ u do komórki przez błonę komórkową [19,36]. 
Umożliwia to bowiem powstanie lokalnego obszaru zwięk
szonego stężenia jonów wapnia, dostępnego bezpośrednio 
dla mitochondriów, co z kolei jest warunkiem  rozpoczęcia 
pobierania tych jonów przez mitochondria (Ryc. 2). Z d ru 
giej strony, mitochondria pobierając jony Ca2+ z bliskiego 
sąsiedztwa miejsc uwalniania tych jonów przez siateczkę 
śródplazmatyczną zapobiegają inaktywacji białek odpow ie
dzialnych za ten proces (kanał bram kowany trifosforanem 
inozytolu (IP3) i receptor rianodynowy) i w związku z tym 
ułatwiają dalsze uwalnianie jonów w apnia z siateczki śród- 
plazmatycznej [19]. Istotne znaczenie ma także lokalna do
stępność ATP uwalnianego z mitochondriów, niezbędnego 
dla akumulacji jonów Ca2+ przez siateczkę śródplazmatycz-

Rycina 2. Kanał VDAC uczestniczy w  tw orzeniu miejsc kontaktow ych między 
m itochondriam i i siateczką śródplazm atyczną (ER) oraz m iędzy m itochondriami. 
Miejsca kontaktow e powstające m iędzy m itochondriam i i siateczką śródplazm a
tyczną pełnią istotną rolę w  tw orzeniu obszarów  o zw iększonym  stężeniu jonów 
w apnia  i w  dostarczaniu ATP do siateczki śródplazm atycznej. Należy zauw a
żyć, iż kanał VDAC obecny jest także w  błonach siateczki, gdzie zapew niać może 
skuteczny transport jonów Ca2+ jak i innych m etabolitów , w tym  ATP, m iędzy 
m itochondriam i i siateczką śródplazm atyczną. Miejsca kontaktow e powstające 
m iędzy mitochondriam i także zapewniają transport jonów Ca2* jak i innych m e
tabolitów, co um ożliw ia skuteczną komunikację m iędzy nimi. Objaśnienia skró
tów: ER -  siateczka śródplazm atyczną; NA — nukleotydy adeninowe; P — pom 
pa w apniow a, TNA — translokaza nukleotydów  adeninowych.

ną. Co więcej, udow odniono istnienie miejsc kontaktowych 
między mitochondriami a siateczką śródplazmatyczną, 
którym przypisano istotną rolę w tworzeniu obszarów o 
zwiększonym stężeniu jonów w apnia i dostarczaniu ATP 
do siateczki śródplazmatycznej [19,37,38]. W tworzeniu 
takich miejsc kontaktowych podstawową rolę odgryw a ka
nał VDAC, obecny także w błonach siateczki śródplazm a
tycznej, który dodatkowo stanowić może drogę transportu 
jonów Ca2+jak i innych metabolitów, w  tym ATP, między 
mitochondriami i siateczką śródplazmatyczną [39,40]. Ka
nał VDAC zlokalizowany jest także w miejscach kontaktu 
między sąsiadującymi ze sobą mitochondriami. Umożliwia 
to skuteczną komunikację między tymi organellami, czego 
przykładem  jest zsynchronizowane otwarcie kanału PTP 
(patrz „Kluczowa rola w  procesie apoptozy") w  sąsiadują
cych ze sobą mitochondriach [19,40].

OCHRONA PRZED STRESEM OKSYDACYJNYM

Jest faktem dobrze znanym, iż w większości typów ko
mórek mitochondria są głównym miejscem powstawania 
reaktywnych form tlenu: anionorodnika ponadtlenkowego 
(O,*-), nadtlenku w odoru (H20 2) i rodnika hydroksylowego 
(HO'). Co więcej, podstaw ow ym  czynnikiem decydującym 
o ich powstaniu jest fizjologiczna aktywność łańcucha odde
chowego. Jak policzono, około 2% tlenu zużywanego przez 
mitochondrialny łańcuch oddechowy ulega przekształce
niu do aniorodnika ponadtlenkowego [41,42], a około 1-5% 
jest przekształcanych w nadtlenek w odoru [43], Nie ulega 
zatem wątpliwości, iż transport metabolitów przez kanał 
VDAC musi mieć istotny w pływ  na ich dostęp do łańcucha 
oddechowego, a więc także jego aktywność fizjologiczną, co 
z kolei ma w pływ na generację reaktywnych form tlenu. Po
wstawanie reaktywnych form tlenu jest dla komórki, w tym 
przede wszystkich dla mitochondriów, potencjalnym za
grożeniem, bowiem prowadzić może do stresu oksydacyj
nego, uznawanego obecnie za kluczowy czynnik w etiologii 
różnych schorzeń jak i starzenia się [19,44], Głównym miej
scem powstawania reaktywnych form tlenu w mitochon
driach jest łańcuch oddechowy, skąd cząsteczki te uw al
niane są przede wszystkim do matriks mitochondrialnej, 
natomiast głównym celem ich działania są mitochondrialny 
DNA (mtDNA) oraz białka błonowe i nienasycone kwasy 
tłuszczowe, budujące lipidy błonowe. Skutkiem zmian w 
mtDNA jest upośledzenie syntezy kodowanych przez nie
go białek wchodzących w skład łańcucha oddechowego, co 
zakłóca pracę łańcucha i prow adzi do generacji dodatkowej 
ilości reaktywnych form tlenu. Natomiast zmiany zacho
dzące w białkach i lipidach błonowych prowadzić mogą do 
zmian przepuszczalności błon mitochondrialnych, w  tym 
do otwarcia kanału PTP (patrz „Kluczowa rola w procesie 
apoptozy"), co doprowadzić może do śmierci komórki [42- 
44]. Dlatego mitochondria dysponują zestawem cząsteczek 
antyoksydacyjnych (np. glutation, tioredoksyna) oraz enzy
mów antyoksydacyjnych, zlokalizowanych w matriks m ito
chondrialnej, których zadaniem  jest eliminacja reaktywnych 
form tlenu (Ryc. 3). Podstawowa lista mitochondrialnych 
enzymów antyoksydacyjnych zawiera dysm utazę ponad- 
tlenkową zależną od m anganu (MnSOD), peroksydazę glu- 
tationową i reduktazę glutationową [42,45,46]. W w yniku 
działania MnSOD, anionorodnik ponadtlenkowy ulega 
przekształceniu w nadtlenek wodoru, który z kolei zosta-
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Rycina 3. Kanał VDAC uczestniczy w  eksporcie anionorodnika ponadtlenkow e- 
go z m itochondriów. U suw anie anionorodnika ponadtlenkow ego, generow ane
go przez łańcuch oddechow y od strony przestrzeni międzybłonowej, zmniejsza 
jego stężenie w m itochondriach i równocześnie m oduluje przebieg w ew nątrz 
kom órkow ych szlaków sygnalizacyjnych. Objaśnienia skrótów: RC — łańcuch 
oddechowy; SOD2 (MnSOD) — izoform a dysm utazy  ponadtlenkow ej zlokalizo
w ana w m atriks mitochondrialnej; SOD1 (Cu,ZnSOD) — izoform a dysm utazy 
ponadtlenkowej zlokalizowana w  cytoplazm ie (u drożdży  i ssaków izoform a te 
zlokalizowana jest także w  m itochondrialnej przestrzeni m iędzybłonowej); pg  — 
peroksydaza glutationowa; rg, reduktaza glutationowa; GSH — glutation; GSSG 
— dw usiarczek glutationu; pcyt — peroksydaza cytochrom u c; kat — katalaza 
(obecność tego enzym u w m itochondriach jest na razie kw estią dyskusji).

je przekształcony w H 20  na skutek działania peroksydazy 
glutationowej. Ta ostatnia jest uznaw ana za jedyny enzym 
usuwający nadtlenek w odoru powstający w mitochon
driach [42], chociaż istnieją również prace wskazujące na 
obecność w mitochondriach katalazy [19,47,48], Ponieważ 
nadtlenek w odoru dyfunduje szybko przez błony może 
być także rozkładany przez katalazę zlokalizowaną w cy
toplazmie. Natomiast reduktaza glutationowa umożliwia 
odtworzenie zredukowanego glutationu (GSH), który pełni 
rolę kofaktora peroksydazy glutationowej oraz antyutlenia- 
cza i zmiatacza reaktywnych form tlenu. Zmiany w aktyw 
ności powyższych enzymów jak i w proporcji glutationu 
zredukowanego do powstającego w wyniku jego utlenia
nia dwusiarczku glutationu (GSH/GSSG) mogą być, zatem 
stosowane jako wskaźnik poziomu produkcji reaktywnych 
form tlenu przez mitochondria [45,49].

Istotną rolę w obronie m itochondriów przed działaniem 
reaktywnych form tlenu pełni także dysm utaza ponadtlen- 
kowa zależna od cynku i miedzi (Cu,ZnSOD), zlokalizowa
na w  przestrzeni międzybłonowej [41,50]. Cu,ZnSOD re
prezentuje około 90% całkowitej aktywności dysm utazy w 
komórce, a głównym miejscem jej w ystępowania jest cyto- 
sol oraz peroksysomy, lizosomy i jądro komórkowe. Skoro 
anionorodnik ponadtlenkowy jest przede wszystkim uw al
niany do matriks mitochondrialnej, pojawia się oczywiście 
pytanie, co jest substratem enzymu antyoksydacyjnego o 
takiej lokalizacji komórkowej? Najnowsze dane wskazują, 
iż anonorodnik ponadtlenkowy może być uw alniany przez 
łańcuch oddechowy do przestrzeni międzybłonowej, a w 
procesie tym uczestniczy rodnik ubisemichinonowy i de
hydrogenaza NADH [41]. Co więcej, znaczna frakcja anio
norodnika ponadtlenkowego uwalnianego do przestrzeni 
międzybłonowej może opuszczać mitochondria dzięki ka

nałowi VDAC [51]. Stan funkcjonalny kanału VDAC od
grywa więc praw dopodobnie kluczową rolę w uwalnianiu 
anionorodnika ponadtlenkowego do cytoplazmy, gdzie 
może być on usuw any przez zlokalizowaną poza mitochon- 
driami dysm utazę ponadtlenkową lub włączyć się w szlaki 
sygnalizacyjne będące podstaw ą odpowiedzi komórki ade
kwatnej do istniejących w arunków  oksydacyjnych. Zatem, 
kanał VDAC może być rozpatrywany jako ważny element 
mitochondrialnego zestawu białek zaangażowanych w 
obronę przed reaktywnymi formami tlenu.

KLUCZOWA ROLA W PROCESIE APOPTOZY

Zgodnie z definicją, apoptoza (programowana śmierć 
komórki) to ewolucyjnie zachowany proces fizjologiczny o 
podstaw ow ym  znaczeniu dla normalnego rozwoju i funk
cjonowania organizmów wielokomórkowych [52] oraz or
ganizmów jednokomórkowych [52]. Około 10 lat badań zja
wiska apoptozy doprowadziło do wniosku, iż podstawową 
rolę w procesach odpowiedzialnych za utrzymanie subtel
nej równowagi między stanem życia i śmierci komórki od
grywają mitochondria [6-8,19,43,53]. Pełnią one w zjawisku 
apoptozy funkcję „centrum decyzyjnego komórki" [6,22], są 
bowiem miejscem magazynowania białek, które po opusz
czeniu mitochondriów uruchamiają procesy prowadzące 
do apoptozy [19,53,54]. W skrócie, w przebiegu apoptozy 
z udziałem m itochondriów wyróżnić można trzy etapy: (1) 
pojawienie się sygnałów proapoptotycznych aktywujących 
wewnątrzkom órkowe białka efektorowe, przemieszczające 
się do mitochondriów; (2) zmiana przepuszczalności błon 
mitochondrialnych, w tym błony zewnętrznej, prowadząca 
do uwolnienia białek proapoptotycznych, zlokalizowanych 
głównie w mitochondrialnej przestrzeni międzybłonowej; 
(3) egzekucja apoptozy. Mimo wielu lat badań etap 2 jest 
nadal najsłabiej poznany i jednocześnie najsilniej dyskuto
wany. Istniejące dane wskazują jednak, iż kluczową rolę 
podczas tego etapu apoptozy odgrywa kanał VDAC. Prze
de wszystkim funkcjonalny kanał VDAC gwarantuje zajście 
apoptozy, a jego zablokowanie lub usunięcie przeciwdziała 
uruchomieniu apoptozy w różnego typu komórkach euka
riotycznych [9,10]. Zatem, na czym polega udział kanału 
VDAC w procesie apoptozy?

Kanał VDAC uznaw any jest za miejsce, w którym zbiega 
się działanie różnych cząsteczek wewnątrzkomórkowych, 
zdolnych do prom owania lub hamowania apoptozy. Są to 
przede wszystkim cząsteczki regulujące działanie komplek
su PTP (ang. permeability transition pore) oraz białka pro- i 
antyapoptotyczne z rodziny Bcl-2. Kompleks PTP najczęś
ciej jest definiowany jako niespecyficzny kanał o wysokiej 
przewodności, obecny w obu błonach mitochondrialnych, a 
powstający w wyniku zmian konformacyjnych kilku białek 
mitochondrialnych [5,7,11,19,22,44,54-57]. Do białek tych 
zalicza się przede wszystkim kanał VDAC, translokazę nu- 
kleotydów adeninowych w  wewnętrznej błonie mitochon
drialnej i cyklofilinę D zlokalizowaną w matriks mitochon
drialnej. Funkcjonowanie tego kanału w warunkach fizjolo
gicznych jest nadal tematem dyskusji [19,56], niewątpliwie 
jednak jego pełne otwarcie prowadzi do śmierci komórki 
na drodze apoptozy (otwarcie odwracalne) lub nekrozy 
(otwarcie nieodwracalne). Otwarciu kanału PTP sprzyja 
między innymi zwiększone stężenie jonów Ca2+ w matriks
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mitochondrialnej, które transportowane są do wnętrza mi- 
tochondriów dzięki kanałowi VDAC [7], Co więcej, ostatnio 
stwierdzono także, iż decydującą rolę w otwarciu kanału 
PTP odgrywa stan oligomeryzacji kanału VDAC [12]. W sta
nie otwartym kanał PTP umożliwia swobodne przemiesz
czanie się między cytoplazmą i wewnętrznymi przedzia
łami mitochondriów cząsteczek o masie cząsteczkowej do 
1500 Da [56,57]. Jak zatem może on uczestniczyć w uw al
nianiu białek proapoptotycznych z mitochondrialnej prze
strzeni między błonowej? Na podstawie dostępnych danych 
można stwierdzić, iż uwolnienie białek proapoptotycznych 
wynika z przerwania ciągłości błony zewnętrznej lub po
wstania specjalnej drogi w jej obrębie, przy czym w obu me
chanizmach kanał VDAC odgryw a kluczową rolę (Ryc. 4). 
Pęcznienie mitochondriów i przerwanie fizycznej ciągłości 
zewnętrznej błony mitochondrialnej może być skutkiem 
działania kanału PTP [57], Kanał VDAC, prowadząc trans
port cząsteczek przez zewnętrzną błonę mitochondrialną, 
umożliwia działanie kanału PTP i w konsekwencji pęcznie
nie mitochondriów. Z drugiej strony przerwanie fizycznej 
ciągłości zewnętrznej błony mitochondrialnej może także 
wynikać z ograniczenia przepuszczalności kanału VDAC 
(np. przez białka z rodziny Bcl-2), ponieważ ograniczenie 
takie prowadzi do akumulacji niskocząsteczkowych meta
bolitów w przestrzeni międzybłonowej, generacji gradien-

Rycina 4. Kanał VDAC odgryw a istotną rolę w  uw alnianiu  białek proapopto tycz
nych z mitochondriów, co z kolei gw arantuje apoptozę. Uwolnienie białek pro
apoptotycznych w ynika z  p rzerw ania ciągłości błony zewnętrznej lub pow stania 
specjalnej drogi w  jej obrębie, przy czym  w  obu m echanizm ach kanał VDAC 
odgryw a kluczową rolę. A — pęcznienie m itochondriów  i przerw anie fizycznej 
ciągłości zewnętrznej błony m itochondrialnej m oże być skutkiem  działania kana
łu PTP. Kanał VDAC, prow adząc transport cząsteczek przez zew nętrzną błonę 
m itochondrialną, um ożliw ia działanie kanału PTP i w konsekwenq'i pęcznienie 
m itochondriów. B — pęcznienie m itochondriów  m oże w ynikać także z akum ula 
cji niskocząsteczkowych metabolitów  w przestrzeni międzybłonowej, co z kolei 
m oże być skutkiem  ograniczenia przepuszczalności kanału VDAC przez białka z 
rodziny Bcl-2. C — białka z rodziny Bcl-2 regulują przepuszczalność zewnętrznej 
błony mitochondrialnej bez p rzeryw ania jej ciągłości, a g łów nym  celem działania 
tych białek jest kanał VDAC. Objaśnienia skrótów: bz — błona zewnętrzna; bw 
— błona wewnętrzna; V — kanał VDAC; B — białka z rodziny Bcl-2. Czerwone 
kółka reprezentują różne białka proapoptotyczne.

tu osmotycznego i pęcznienia matriks mitochondrialnej
[58.59]. Jednak w wielu badaniach nad zjawiskiem apopto 
zy nie obserwuje się pęcznienia mitochondriów i przerw a
nia ciągłości błony zewnętrznej, mimo uruchamiania apo
ptozy przez znane aktywatory kanału PTP, w tym białka z 
rodziny Bcl-2 oraz ham owania tego zjawiska przez znane 
inhibitory kanału PTP [7,60-62], Badania te wskazują także 
na istotną rolę białek z rodziny Bcl-2 w regulacji przepusz
czalności zewnętrznej błony mitochondrialnej bez przery
wania jej ciągłości, a głównym celem działania tych białek 
jest praw dopodobnie kanał VDAC [9,53,60,63].

Do białek z rodziny Bcl-2 należą białka proapoptotyczne 
(np. Bax, Bid, Bad) jak i antyapoptotyczne (np. Bcl-2, Bcl-xL). 
Białka antyapoptotyczne są białkami integralnymi, zlokalizo
wanymi w błonach organelli, w  tym w zewnętrznej błonie 
mitochondrialnej. Natomiast białka proapoptotyczne są zw y
kle zlokalizowane w cytosolu lub związane z cytoszkieletem, 
skąd, po pojawieniu są odpowiedniego sygnału, ulegają 
przeniesieniu do błon komórki, w  tym szczególnie do błony 
zewnętrznej mitochondriów, która uznawana jest za główne 
miejsce działania białek z rodziny Bcl-2 [64,65]. Istotną rolę 
w działaniu białek z rodziny Bcl-2 odgrywa powstawanie 
połączeń między białkami o przeciwstawnej aktywności, co 
prowadzi do wyeliminowania tej aktywności [9] i stanowi 
stosunkowo proste wyjaśnienie roli tych białek w urucho
mieniu lub hamowaniu apoptozy. Jednak udział białek z ro
dziny Bcl-2 w regulacji uwalniania białek proapoptotycznych 
z mitochondriów może również polegać na ich niezależnym 
działaniu. Dostępne dane sugerują funkcjonowanie trzech 
następujących mechanizmów: (1) regulacja integralności ze
wnętrznej błony mitochondrialnej w wyniku regulacji dzia
łania kompleksu PTP, co sprowadza się do oddziaływania z 
tworzącymi ten kompleks białkami, w tym z kanałem VDAC
[19.60]; (2) tworzenie kanałów w obrębie zewnętrznej bło
ny mitochondrialnej (np. białka Bax i Bid) [53,63,66-69]; (3) 
oddziaływanie z kanałem VDAC, co prowadzi do tworze
nia nowych kanałów (np. Bax) lub regulacji działania kana
łu VDAC (np. Bcl-xL) [20,60,63]. Zatem, uwolnienie białek 
proapoptotycznych z mitochondriów jak i ich zatrzymanie 
w  przestrzeni międzybłonowej może być skutkiem oddzia
ływania proapoptotycznych jak i antyapoptotycznych białek 
z rodziny Bcl-2 z kanałem VDAC. Należy jednak zauważyć, 
iż regulacja przepuszczalności zewnętrznej błony mitochon
drialnej w zjawisku apoptozy jest zjawiskiem bardzo złożo
nym, co oznacza, iż regulacja działania kanału VDAC przez 
białka z rodziny Bcl-2 jest bardzo istotna, ale zapewne sta
nowi jedynie część tego procesu. Na przykład wiadomo, iż 
zwiększenie przepuszczalności zewnętrznej błony mitochon
drialnej może być skutkiem działania ceramidu [8].

PODSUMOWANIE

Kanał VDAC został zidentyfikowany w roku 1976. Obecnie, 
po 30 latach badań tego kanału możemy stwierdzić, iż jest to 
jeden z kluczowych elementów gwarantujących miejscowe i 
przejściowe zmiany w funkcjach mitochondriów w komórce 
w odpowiedzi na sygnały fizjologiczne jak i sygnały leżące u 
podstaw patofizjologii. Kanał VD AC jest bowiem kanałem wie
lofunkcyjnym, kontrolującym aktywność mitochondriów oraz 
komunikację między mitochondriami i przyległymi błonami. 
Jest to możliwe dzięki temu, iż prowadzi on transport wielu
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kluczowych cząsteczek przez zewnętrzną błonę mitochon- 
drialną, w tym jonów Ca2+ i ATP, jak i uczestniczy w tworzeniu 
miejsc kontaktowych między sąsiadującymi ze sobą mitochon
driami oraz między mitochondriami jak i innymi organellami. 
Jednakże wiele z zagadnień składających się na tak istotną rolę 
kanału VDAC pozostaje jeszcze do wyjaśnienia; np. na czym 
polega rola kanału VDAC w działaniu kompleksu PTP i w uru 
chomieniu apoptozy oraz jak faktycznie dochodzi do regulacji 
przewodnictwa tego kanału w mitochochondriach? Co więcej, 
znajomość sekwencji białek VDAC różnych organizmów nie 
pozwoliła, jak dotąd, na opracowanie powszechnie akcepto
wanego modelu struktury przestrzennej tego kanału. W sferze 
dyskusji pozostaje także związek ewolucyjny kanału VDAC z 
porynami bakteryjnymi. Poznanie i zrozumienie wszystkich 
aspektów działania kanału VDAC pozwoli na pełniejsze wy
jaśnienie jego roli w regulacji funkcji mitochondriów, co może 
mieć istotne implikacje praktyczne.
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ABSTRACT

Regulation of mitochondria physiology, indispensable for proper cell activity, requires an efficient exchange of molecules between mitochon
dria and cytoplasm at the level of the mitochondrial outer membrane. The common pathway for the metabolite exchange between mitochon
dria and cytoplasm is the VDAC channel (voltage dependent anion channel), known also as mitochondrial porin. The channel was identified 
for the first time in 1976 and since that time has been extensively studied. It has been recognized that the VDAC channel plays a crucial role in 
the regulation of metabolic and energetic functions of mitochondria. In this article we review the VDAC channel relevance to ATP rationing, 
Ca2+ homeostasis, protection against oxidative stress and apoptosis execution.
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Mitochondrialne kanały jonowe

STRESZCZENIE

Kanały jonow e są białkami umożliwiającymi szybki przepływ jonów przez błony biolo
giczne. Poznano strukturę i funkcję w ielu  kanałów jonowych błon plazmatycznych. Na

tomiast wiedza o wewnątrzkomórkowych kanałach jonowych jest ograniczona. Do tej pory 
dobrze poznano: kanał wapniowy, obecny w błonach siateczki śródplazmatycznej i porynę 
mitochondrialną. Obecne w  wewnętrznej błonie mitochondrialnej kanały potasowe: regu
lowany przez ATP (mitoKATp) oraz aktywowany przez jony Ca2+ kanał o dużym przewod
nictwie (mitoBKCa) biorą udział w  ochronie komórek przed śmiercią wywołaną działaniem  
różnych szkodliwych czynników np. niedotlenieniem. W opracowaniu przedstawiono naj
nowsze dane dotyczące różnych kanałów jonowych obecnych w  wewnętrznej błonie mito
chondrialnej i opisano ich rolę w  metabolizmie komórkowym.

WPROWADZENIE

M itochondria to organelle produkujące ATP w komórce. Wnętrze mitochon
driów, zw ane macierzą otoczone jest dwiema błonami: wew nętrzną i zew nętrz
ną. W w ewnętrznej błonie mitochondrialnej znajdują się enzymy łańcucha od 
dechowego, które podczas utleniania substratów oddechowych wyrzucają z m a
cierzy protony. Powrót protonów przez ATP syntetazę prow adzi do wytw orze
nia ATP. Badania ostatnich lat wskazują, że mitochondria uczestniczą również 
w procesach przekazywania sygnałów w komórce [1]. Uważa się, że jednym 
z w ydarzeń inicjujących proces apoptotycznej śmierci komórki jest uwolnienie 
z przestrzeni międzybłonowej mitochondriów: cytochromu c, czynnika indu 
kującego apoptozę typu AIF (ang. apoptosis inducting factor), inhibitora białek 
anty-apoptycznych Smac/DIABLO (ang. second mitochondria-derived activator of 
caspases/direct IAP binding protein with low pP) oraz endonukleazy G. Utracie inte
gralności wewnętrznej błony mitochondrialnej towarzyszą między innymi, za
burzenia homeostazy jonów w apniowych oraz depolaryzacja potencjału. Kon
sekwencją uszkodzenia mitochondriów jest śmierć komórek na drodze nekrozy. 
M itochondria stanowią również miejsce syntezy reaktywnych form tlenu, które 
według jednej z hipotez przyczyniają się do śmierci komórek, a w edług innej są 
cząsteczkami sygnałowymi przekazującymi informację w  komórce.

Jednym  z lepiej poznanych i najwcześniej opisanych mitochondrialnych 
białek kanałowych jest poryna, znana również pod nazwą VDAC (ang. voltage 
dependent anion channel), która tworzy, w  zewnętrznej błonie mitochondrialnej, 
zależny od potencjału kanał anionowy o przewodnictwie ok. 500 pS. Kanał ten 
nie jest przedm iotem  niniejszego opracowania. Zainteresowanych odsyłamy do 
artykułów przeglądowych [2,3].

Inną grupą białek tworzących kanały jonowe w błonach mitochondriów w 
w arunkach poprzedzających apoptotyczną śmierć komórki, są białka należące 
do rodziny Bcl-2 (np. białka Bid, Bak i Bax). Białko Bak występuje w mitochon- 
driach i jest związane z VDAC2, a jego proapoptotyczne właściwości ujawniają 
się po odłączeniu od VDAC2 [4]. Nieaktywne białko Bax znajduje się w cyto- 
plazmie. Po stymulacji komórki do apoptotycznej śmierci, dochodzi do prze
mieszczenia Bax z cytoplazmy do błony mitochondrialnej, gdzie białko to ulega 
oligomeryzacji tworząc kompleksy o dużej masie cząsteczkowej. Kompleksy te 
prow adzą do tworzenia porów w  zewnętrznej błonie mitochondrialnej [5]. Po
dobnie, proteolityczne rozszczepienie białka tBid (ang. truncated Bid) przy udzia
le kaspazy 8 i jego przemieszczenie do zewnętrznej błony mitochondrialnej, po
woduje utratę integralności zewnętrznej błony mitochondrialnej i w ypływ  cyto
chromu c z przestrzeni międzybłonowej. Istnieją również doniesienia mówiące o 
tworzeniu megakanału w zewnętrznej błonie mitochondrialnej przez kompleks 
białek tBid i Bax, przez który wydostają się z przestrzeni międzybłonowej czyn
niki apoptogenne, takie jak: AIF, Sm ac/Diablo czy endonukleaza G [6], Badania 
rekonstytucji białka Bid do sztucznych błon lipidowych wykazały, że białko to
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charakteryzuje się trzema stanami przewodnictwa: niskim 
ok. 7,5 pS, średnim ok. 40 pS oraz dużym  ok. 100 pS [7],

W transporcie białka do wnętrza mitochondriów uczest
niczą receptory zlokalizowane na błonie mitochondrialnej 
zewnętrznej i wewnętrznej. Stanowią one kompleks białek
0 nazwie TOM (ang. translocase of the outer membrane) znaj
dujący się w mitochondrialnej błonie zewnętrznej oraz TIM 
(ang. translocase of the inner membrane) umiejscowiony w 
błonie wewnętrznej. W kompleksach TOM i TIM znajdują 
się domeny transbłonowe tworzące por kanału, przez który 
dostają się do mitochondrium białka prekursorowe. Kanał 
w kompleksie TIM prawdopodobnie otwiera się w m om en
cie przechodzenia w prowadzanego do macierzy mitochon
drialnej białka prekursorowego [8].

KANAŁY JONOWE WEWNĘTRZNEJ 
BŁONY MITOCHONDRIALNEJ

W wewnętrznej błonie mitochondrialnej znajduje się 
wiele kanałów jonowych (Ryc. 1), niektóre przepuszcza
ją selektywnie kationy, inne aniony. Kanały te utrzymują 
homeostazę jonową w mitochondriach, odpowiedzialne są 
za zmiany objętości wnętrza mitochondriów, a także biorą 
udział w tworzeniu gradientu pH między macierzą mito- 
chondrialną a cytoplazmą komórki [9,10], Transport jonów 
potasowych, który jest kontrolowany między innymi przez 
mitochondrialne kanały potasowe zlokalizowane w w e
wnętrznej błonie mitochondrialnej, jest istotny dla optym al
nego przebiegu fosforylacji oksydatywnej. Napływ K+ do 
wnętrza mitochondriów wpływa na: zmianę ich objętości
[11], na regulację procesu p-oksydacji kwasów tłuszczowych
1 na zwiększenie szybkości oddychania mitochondrialnego. 
Badania ostatnich lat pokazują, że kanały potasowe obec
ne w wewnętrznej błonie mitochondrialnej biorą aktywny 
udział w indukowaniu procesów zmniejszających śmier
telność komórek poddanych działaniu czynników szkodli
wych [12], a aktywacja kanału mitoKATp może prowadzić do 
ochrony komórek zarówno przed śmiercią apoptotyczną jak 
i nekrotyczną. Mitochondrialny kanał chlorkowy (mtCLIC)

praw dopodobnie bierze udział w regulacji cyklu komórko
wego i apoptozy. Poznanie roli jaką pełnią kanały jonowe 
w wewnętrznej błonie mitochondrialnej jest więc bardzo 
istotne. Wiedza ta może, między innymi, przyczynić się do 
powstania nowej generacji leków przeciwnowotworowych, 
których celem oddziaływ ań będą mitochondrialne kanały 
jonowe.

KANAŁ POTASOWY REGULOWANY PRZEZ ATP

Mitochondrialny kanał potasowy regulowany przez 
ATP (kanał mitoK vrp) po raz pierwszy został opisany w 
wewnętrznej błonie m itochondriów wątroby szczura [13]. 
Kanały o podobnych właściwościach zostały następnie zi
dentyfikowane w mitochondriach: serca [14], limfocytów T 
człowieka [15], mięśni szkieletowych [16] oraz mózgu [17]. 
Można zaobserwować podobieństwa i różnice pomiędzy 
kanałem KATp znajdującym się w błonie plazmatycznej i ka
nałem mitoK ATp. Oba kanały są otwierane przez aktywatory 
kanałów potasowych — KCO (ang. potassium channel ope- 
ners) i ham owane przez pochodne sulfonomocznika — gli- 
benklamid oraz kwas 5-hydroksydekanowy (5-HD) [16-22] 
(Ryc. 2). Diazoksyd (aktywator kanału KATp) wykazuje oko
ło 1000 razy większe powinowactwo do kanału mitoK vn„ 
niż do KATp błony plazmatycznej komórek mięśnia sercowe
go [23], Inny aktywator kanałów potasowych BMS 191095 
oddziałuje specyficznie z kanałem mitoKATp, a nie wykazuje 
powinowactwa do kanału K V|p z błony plazmatycznej [24], 
Zaobserwowano, że S-nitrozo-N-acetyl-DL-penicylamina 
(SNAPS), związek będący donorem  tlenku azotu, aktywuje 
kanał m itoKATp, natomiast nie powoduje aktywacji kanału 
K vn, z  błony plazmatycznej. W ykazano również, że utlenia
nie macierzy mitochondrialnej indukow ane przez SNAPS 
blokowane jest przez specyficzny inhibitor kanału mitoKATp 
5-HD oraz przez wymiatacze rodników. Wyniki te sugerują, 
że tlenek azotu może bezpośrednio aktywować kanał mito- 
KATp [25], Ostatnie wyniki sugerują, że izoforma kinazy biał
kowej C, obok reaktywnych form tlenu, pochodnych kwasu 
palmitylooleinowego oraz GTP, reguluje aktywność kanału 
mitoKATp (Ryc. 3) [26,27].

UNIPORTER Ca2*
mCU

modulatory:
- jony dwuwartościowe
- nukleotydy
- czerwień rutenowa

PORYNA
modulatory:
- Av|i, pH 
-NADH
- Bax/Bak/Rri-vi

BIAŁKO
ROZPRZĘGAJĄCE

UCP
modulatory:
- kwasy tłuszczowe

MEGAKANAŁ
modulatory:
- CsA. pH
- Bax
- reagenty grup SH

zewnętrzna
błona

mitochondrialna

wewnętrzna
błona

mitochondrialna

KANAŁ Kv1.3
modulatory:
- napięcie
- MgTx
- TEA ’

KANAŁ Mrs2p
modulatory:
- 5-HD. glibenklamid
- diazoksyd 
-ATP macierz

mitochondrialna

Rycina 1. M itochondrialne kanały 
jonowe. Oznaczenia skrótów: CsA
— cyklosporyna A, ChTx — cha- 
rybdotoksyna, D1DS (oraz SIDS)
— pochodne stilbenu, 5-HD — kwas 
5-hydroksydekanow y, IbTx — ibe- 
riotoksyna, mCU — uniporter w ap 
niow y (ang. mitochondrial calcium 
uniporter), MgTx — margatoksyna, 
mitoBKCa — m itochondrialny kanał 
potasow y o dużym  przew odnictw ie 
aktyw ow any jonami w apniow y
mi, m itoKATp — m itochondrialny 
kanał potasow y regulow any przez 
ATP, M rs2p — kanał magnezowy, 
PTP — m egakanał m itochondrial
ny (ang. permeability transition pore), 
TEA — jony tertraetyloam oniowe, 
UCP — białko rozprzęgające (ang. 
uncoupling protein), VDAC — poryna 
m itochondrialna (ang. voltage depen
dent anion channel), Aip — potencjał 
m itochondrialny.
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C G S 7184 X  = Cl 

C G S 7181 X  = CH,

Et02C ^ N/N ^ N ^ y _ >

NS 1916 X  = CF, 

NS 004  X  = Cl

Rycina 2. Regulatory aktywności m itochondrialnych kanałów  jonowych. Oznacze
nia skrótów: 5-HD — kwas 5-hydroksydekanowy, mitoBKCa — m itochondrialny 
kanał potasow y o dużym  przew odnictw ie aktyw ow any jonami w apniow ym i, 
mitoKATp — m itochondrialny kanał potasow y regulow any przez ATP.

Budowa kanału mitoKATp nie została dotychczas pozna
na, ale wydaje się, że kanał ma strukturę podjednostkową. 
Podobnie jak kanał z błony plazmatycznej, m itochondrial
ny kanał K ATP praw dopodobnie składa się z dwóch podjed- 
nostek: Kir6.x (podjednostka tworząca por kanału) i SUR 
(część regulatorowa będąca receptorem sulfonomoczników)

wewnętrzna
błona

mitochondrialna

Rycina 3. Endogenne regulatory m itochondrialnych kanałów  potasowych. O zna
czenia skrótów: mitoBKCa — m itochondrialny kanał potasow y o dużym  prze
w odnictw ie aktyw ow any jonami w apniow ym i, m itoK ATp — m itochondrialny 
kanał potasow y regulow any przez ATP, m itoK vl.3 — m itochondrialny kanał 
potasow y typu Kv, RFT — reaktyw ne formy tlenu (ang. reactive oxygen species).

[18]. Receptor SUR w błonie wewnętrznej mitochondriów 
różni się od swojego odpowiednika z błony plazmatycznej 
niższym powinowactwem  do pochodnych sulfonomoczni- 
ka [28,29]. Do tej pory nie udało się jednoznacznie określić 
jakiego rodzaju izoformy podjednostek Kir i SUR wchodzą 
w skład kanału mitoKAT[„ a dane literaturowe na ten temat 
nie są jednoznaczne [18]. Ostatnie badania wskazują, że ka
nał mitoKATp może być związany funkcjonalnie z mitochon- 
drialną dehydrogenazą bursztynianową tworząc większy, 
wielobiałkowy kompleks [18].

Istnieje hipoteza, że wzrost aktywności kanału mitoKATp 
w pływa ochronnie na mięsień sercowy poddany uszko
dzeniu poprzez niedotlenienie i na neurony oraz komórki 
mięśni szkieletowych [30,31]. Wykazano, że inhibitory ka
nału mitoK vrp takie jak glibenklamid oraz 5-HD obniżają 
dobroczynną rolę diazoksydu w zjawisku kardioprotekcji
[12]. Stąd też poszukiwania specyficznych aktywatorów mi- 
tochondrialnego kanału KATP stało się ważnym  celem wielu 
grup badawczych.

KANAŁ POTASOWY AKTYWOWANY 
JONAMI WAPNIOWYMI

M itochondrialny kanał potasowy o dużym  przew odni
ctwie, aktywowany jonami wapniowymi (kanał mitoBK0 ) 
zidentyfikowano po raz pierwszy w mitoplastach oczysz
czonych z linii komórek glejaka człowieka [32]. Praw
dopodobieństwo otwarcia tego kanału wzrasta wraz ze 
wzrostem stężenia Ca2+ w cytosolu i spadkiem potencjału 
mitochondrialnego, a jego aktywność, podobnie jak w przy
padku kanałów BKtA błony plazmatycznej, ham owana jest 
przez charybdotoksynę [32]. Rola kanałów BKC ( w mito
chondriach nie jest znana, wykazano jednak, że aktywatory 
kanału BKt (NS1619 i NS004) hamują aktywność łańcucha 
oddechowego w mitochondriach komórek glejaka [33-35], 
Kanał mitoBKcA opisano również w wewnętrznej błonie mi
tochondrialnej kardiomiocytów [36]. Wzrostowi aktywno
ści mitoBKtA przypisuje się efekt ochrony komórek mięśnia 
sercowego przed śmiertelnymi skutkami niedotlenienia. 
Prawdopodobnie generacja reaktywnych form tlenu zapo
czątkowuje proces tzw. farmakologicznego hartowania ser
ca przez NS1619 [37], Ochronny efekt NS1619, hamowany 
przez inhibitor kanału — paksylinę, obserwowano także w 
warunkach podwyższonego stężenia jonów wapniowych w 
cytoplazmie kardiomiocytów [38], Specyficzność oddziały
wania NS1619 z kanałem mitoBKCi potwierdziły dodatko
wo badania jego w pływu na stopień utlenienia flawopro- 
tein mitochondrialnych. Aktywator NS1619 pobudzał utle
nianie i zmianę fluorescencji flawoprotein, a efekt ten był 
ham owany przez paksylinę. Regulatorem kanału mitoBKc 
może być kinaza białkowa A. Aktywacja PKA przez analog 
cyklicznego AMP — 8Br-cAMP wykazała wzmożony efekt 
NS1619 na utlenienie flawoprotein [38], Podobny efekt ob
serwowano dla 17p-estradiolu — wzmocniona fluorescen- 
cja flawoprotein ham owana przez paksylinę może świad
czyć o wpływie estrogenów na aktywność kanału mitoBK^ 
[39], Hipotezę tę wydaje się potwierdzać hamujący wpływ 
paksyliny na kardioprotekcyjny efekt 17(3-estradiolu poda
wanego w w arunkach niedotlenienia.

Budowa kanału mitoBKCi nie jest znana. Być może jest 
ona podobna do kanału BKCi błony plazmatycznej, o któ
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rym wiadomo, że składa się z czterech podjednostek a 
(tworzących por kanału) oraz czterech podjednostek regu
latorowych p [18]. Kanały BKCi w poszczególnych tkankach 
różnią się jednak, ponieważ podjednostki kanału występują 
w różnych izoformach [40]. Badania podwójnych hybryd 
drożdżowych wskazują, że podjednostki (3, mitoBKc A mięś
nia sercowego mogą oddziaływać bezpośrednio z podjed- 
nostką I oksydazy cytochromu c [39], Do tej pory nie udało 
się określić sekwencji poszczególnych podjednostek kanału 
mitoBKr .Ca

KANAŁ Kvl.3 W WEWNĘTRZNEJ 
BŁONIE MITOCHONDRIALNEJ

Kanał Kvl.3 w  wewnętrznej błonie mitochondrialnej lim
focytów T odkryto stosując elektrofizjologiczną technikę 
patch-clamp [41]. Przewodnictwo kanału wynosi około 25 
pS. Jest on selektywny dla jonów potasowych i wrażliwy 
na specyficzny inhibitor kanałów Kv: margatoksynę [42], 
Obecność kanału Kvl.3 potwierdziły doświadczenia z uży
ciem specyficznych przeciwciał anty-Kvl.3. Masę cząstecz
kową białka kanałowego oszacowano na ok. 65 kDa [41]. Fi
zjologiczna rola mitochondrialnego kanału Kvl.3 jak i jego 
budow a są nadal nieznane. Zaobserwowano jednak tera
peutyczny efekt hamowania aktywności kanału Kvl.3 lim
focytów T w układzie doświadczalnym imitującym stw ard 
nienie rozsiane [43]. Doświadczenia z użyciem genetycznie 
zmodyfikowanych limfocytów T (z wyłączonym genem 
kodującym białko kanału Kvl.3) wskazują na jego udział w 
apoptotycznej śmierci komórek [44], Kanał Kvl.3 należący 
do rodziny białek kanałowych Slmker, został scharakteryzo
wany w błonach komórkowych wielu tkanek. Opisano jego 
obecność, między innymi, w  centralnym układzie nerw o
wym, nerkach, mięśniach szkieletowych, tkance tłuszczo
wej, osteoklastach oraz limfocytach T i B. Po mitoKATp [13] i 
mitoBKCi [32] mitochondrialny kanał Kvl.3 jest trzecim ka
nałem, któremu przypisuje się udział w transporcie jonów 
potasowych przez w ewnętrzną błonę mitochondrialną i do
broczynny wpływ na komórki poddane działaniu czynni
ków szkodliwych.

KANAŁY CHLORKOWE

W ewnątrzkomórkowe kanały chlorkowe CLIC (z ang. 
chloride intracellular channel) to rodzina białek, do których 
należą: między innymi białko p64 oraz białka CLC1 — 5 i 
„parachorin". Sekwencja aminokwasowa dla CLIC kodow a
na jest przez geny ulegające ekspresji niemal w każdej tkance 
ssaków. Ponadto obecność kanału chlorkowego typu CLC- 
N tl zidentyfikowano w mitochondriach roślin [45], Rów
nież w wewnętrznej błonie mitochondrialnej organizmów 
zwierzęcych opisano kanały chlorkowe [46,47], jednak do 
tej pory tylko jeden z nich, oznaczony jako mtCLIC udało 
się sklonować [48]. Kanał ten wykazuje duże podobieństwo 
do zależnego od potencjału elektrycznego kanału CL znane
go z błony plazmatycznej oraz do wewnątrzkomórkowego 
kanału chlorkowego p64Hl opisanego w siateczce śródpla- 
zmatycznej komórek nerwowych szczura. Obecność miejsc 
fosforylacji dla kinazy białkowej zależnej od cAMP, kinazy 
tyrozynowej oraz kinazy białkowej 2 wskazuje na poten
cjalny udział tych białek w regulacji aktywności mtCLIC 
[48], Zaobserwowano również, że ekspresja genu mtCLIC

regulowana jest przez czynniki uczestniczące w  apoptozie, 
takie jak p53 oraz czynnik martwicy now otw orów  TNF-a 
(ang. tumor necrosis factor a) [48]. Nadekspresja mRNA dla 
mCLIC w keratynocytach powoduje apoptozę, którą po 
przedza spadek potencjału mitochondrialnego, w ypływ  cy
tochromu c z przestrzeni międzybłonowej m itochondriów 
oraz aktywacja kaspaz uczestniczących w apoptotycznej 
śmierci komórek [49], Do tej pory nie udało się określić elek- 
trofizjologicznych właściwości m itochondrialnego kanału 
chlorkowego mtCLIC.

UNIPORTER WAPNIOWY

Mitochondrialny uniporter w apniowy mCU (ang. mi- 
tochondrial calcium uniporter) odpowiedzialny jest za szyb
kie pobieranie jonów w apniowych z cytosolu komórki do 
wnętrza macierzy [50]. Ponieważ transport Ca2+ jest elek- 
trogenny, procesowi temu towarzyszy spadek potencja
łu elektrycznego, który może być kom pensow any przez 
wzmożoną aktywność łańcucha oddechowego [50]. Bada
nia przeprow adzone techniką patch-clamp pokazały, że 
uniporter wapniow y może tworzyć w wewnętrznej błonie 
mitochondrialnej kanał jonowy selektywny w zględem  Ca2+ 
[51 ]. Obserwacje te potwierdzają wcześniejsze badania prze
prow adzone na początku lat 80, w których opisano kanał o 
przewodnictwie ok. 20 pS pojawiający się po rekonstytucji 
glikoproteiny o masie 40 kDa (białko wewnętrznej błony 
mitochondrialnej) do sztucznych błon lipidowych.

Głównym czynnikiem aktywującym mitochondrialny 
uniporter w apniowy jest podwyższone stężenie Ca2+ w cy
tosolu. Po akumulacji Ca2+ w macierzy mitochondrialnej i 
powrocie do fizjologicznego stężenia Ca2+ w cytosolu, ak
tywność uniportera obniża się. Allosteryczne oddziaływ a
nie jonów wapniowych reguluje aktywność mCU [52]. Dla 
prawidłowego funkcjonowania uniportera wapniowego 
niezbędny jest również wysoki potencjał w poprzek błony 
mitochondrialnej [53]. W ażnymi fizjologicznymi m odula
torami aktywności uniportera wapniowego są nukleoty- 
dy adeninowe. Mitochondrialny uniporter w apniow y jest 
ham ow any przez wysokie stężenie ATP, natom iast ADP 
stymuluje pobieranie w apnia do mitochondriów. Praw
dopodobnie oddziaływanie nukleotydów adeninowych z 
uniporterem  w apniow ym  odbywa się za pośrednictwem  
mitochondrialnych receptorów purynergicznych: mP2Y] 
— którego stymulacja prow adzi do zwiększenia aktywności 
uniportera i mP2Yn — którego pobudzeniu towarzyszy ha
mowanie mCU. ADP może aktywować obydw a receptory, 
natomiast ATP — jedynie mP2Y^. W ten sposób szybkość 
pobierania wapnia do mitochondriów jest uzależniona od 
stosunku stężeń A TP/A D P w cytoplazmie [54], Endogen
nymi aktywatorami mitochondrialnego uniportera Ca2+ są 
także poliaminy, a przede wszystkim spermina. Związki te 
obniżają stężenie Ca2+ wym agane do aktywacji uniportera 
[55], Również flawonoidy (kwercetyna, kempferol, genistei- 
na i genistyna) aktywują mCU praw dopodobnie bezpośred
nio oddziaływując z uniporterem  w apniow ym  [56].

Aktywność uniportera w apniowego jest ham ow ana w 
sposób niekompetycyjny przez związki rutenu, takie jak 
czerwień rutenow a czy Ru-360. Substancje te są powszech
nie stosowanymi narzędziam i w badaniach mCU. Inhibito
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rami tego białka są również jony metali: Sr2+, M n2+i Ba2+ oraz 
lantanowce [57], Jony te mogą być także przenoszone przez 
mCU. Natomiast Mg2+wiąże się do miejsca regulatorowego 
uniportera, powodując wzrost Km dla Ca2+, sam jednak nie 
jest transportowany przez mCU. Jony m anganu w zależ
ności od stężenia w obecności Mg2+, mogą zmniejszać lub 
zwiększać aktywność uniportera wapniowego wypierając 
jon Mg2+ z miejsc regulatorowych mCU [57],

Badania ostatnich lat pokazują, że w wewnętrznej błonie 
mitochondrialnej istnieje jeszcze jeden mechanizm pobie
rania jonów wapniowych, aktywny podczas krótkotrwałej 
ekspozycji mitochondriów na submikromolowe stężenie 
Ca2+ (tzw. fizjologiczny puls wapniowy) [58], W tych wa
runkach mitochondria pobierają Ca2+ znacznie wydajniej. 
Jest to tak zwany szybki mechanizm pobierania jonów w ap 
niowych RaM (ang. rapid mode ofCa2+ uptake). RaM podobnie 
jak uniporter Ca2+ ham owany jest przez czerwień rutenow ą 
oraz aktywowany przez sperminę [50], ale nie jest ham o
wany przez Mg2+ [58]. Jony wapniowe w macierzy mito
chondrialnej regulują enzymy związane z cyklem kwasów 
trójkarboksylowych: fosfatazę dehydrogenazy pirogronia- 
nowej, dehydrogenazę izocytrynianową zależną od NAD+ 
oraz dehydrogenazę a-ketoglutaranową, przyczyniając się 
tym samym do wzrostu produkcji ATP. Ostatnie badania 
wskazują również na funkcjonalne powiązanie mitochon
driów i siateczki śródplazmatycznej w procesach regulują
cych apoptotyczną śmierć komórki z udziałem jonów w ap 
niowych.

KANAŁ MAGNEZOWY

Mg2+ są transportowane do macierzy mitochondrialnej 
poprzez wewnętrzną błonę mitochondrialną. P raw dopo
dobnie napływ Mg2+ do mitochondriów następuje poprzez 
kanał Mrs2p, którego aktywność zależy od potencjału elek
trycznego oraz stężenia Mg2+. Do tej pory jednak nie udało 
się przedstawić profilu elektrofizjologicznego tego kanału 
[59].

KANAŁ ANIONOWY IMAC

Anionowy kanał IMAC (ang. mitochondria inner membrane 
anion channel) zlokalizowany w wewnętrznej błonie mito
chondriów  bierze udział w regulacji objętości mitochon
driów. IMAC przewodzi zarówno aniony jednowartościo- 
we (Cl', HCOy) jak i wielowartościowe (np. cytrynian) [60]. 
Metodą patch-clamp wyznaczono przewodnictwo kanału 
IMAC na 105 pS. [61]. Rola jaką kanał IMAC odgryw a w 
funkcjonowaniu komórki nie jest do końca jasna. Istnieją 
doniesienia mówiące, że przez IMAC dochodzi do uw alnia
nia nadtlenków anionowych z m itochondriów podczas tzw. 
hartow ania niedotlenieniem [62], Prawdopodobnie bierze 
on też udział w synchronizacji oscylacji potencjału mito- 
chondrialnego w izolowanych kardiomiocytach. Aktywacja 
IMAC poprzedza otwarcie megakanału mitochondrialnego 
(PTP) czego efektem jest śmierć komórki [63],

BIAŁKO ROZPRZĘGAJĄCE UCP

W wewnętrznej błonie mitochondrialnej opisano rów 
nież kanał o przewodnictwie 75 pS, tworzony przez termo-

geninę — białko rozprzęgające UCP1 (ang. uncoupling prote
in) należące do integralnych białek błonowych ulegających 
ekspresji głównie w brązowej tkance tłuszczowej. Odgrywa 
ono kluczową rolę w procesie termogenezy. Opisano pięć 
izoform białek UCP w komórkach ssaków: UCP1, UCP2, 
UCP3, UCP4 oraz BMCP-1, występujące w m ózgu (ang. 
brain mitochondria carrier protein-1). Główną ich funkcją jest 
tworzenie ciepła poprzez rozprzęganie fosforylacji oksyda- 
tywnej. Białko UCP2 występuje powszechnie w tkankach 
ssaków. Ostatnie doniesienia wskazują, że UCP2 bierze 
udział w ochronie komórek nerwowych przed śmiercią na 
skutek niedotlenienia poprzez zapobieganie nadm iernem u 
tworzeniu się i gromadzeniu w mitochondriach wolnych 
rodników oraz zmniejszeniu napływ u jonów wapniowych 
do wnętrza mitochondriów. Ochronne właściwości UCP2 
opisano również dla kardiomiocytów, które poddano 
uszkodzeniu nadtlenkiem wodoru, wywołującym apopto
tyczną śmierć komórek [18],

MITOCHONDRIALNY MEGAKANAŁ

Pod w pływem  Ca2+ w ewnętrzna błona mitochondriów 
staje się przepuszczalna dla jonów i substancji osmotycznie 
czynnych o masie cząsteczkowej poniżej 1500 Da. Prowadzi 
to do pęcznienia mitochondriów, a nawet do mechaniczne
go rozerwania ich błony wewnętrznej. Za pęcznienie mito
chondriów odpowiedzialna jest aktywacja nieselektywnego 
kanału o średnicy 2,8 nm, zwanego megakanałem lub PTP 
(ang. permeability transition pore) [64], Istnieją również do
niesienia, które pokazują udział innych czynników w ak
tywacji megakanału przy niskim stężeniu Ca2+ we wnętrzu 
mitochondriów. Zaobserwowano, że pochodna sulfono- 
mocznika - glibenklamid, która jest powszechnie stosowa
na w terapii cukrzycy typu II, wpływa na aktywację PTP 
w  mitochondriach mięśni szkieletowych [65]. Otwarciu me
gakanału sprzyja ponadto spadek potencjału elektrycznego, 
wzrost stężenia nieorganicznych fosforanów w macierzy 
mitochondrialnej oraz stres oksydacyjny [64], Zaobserwo
wano również, że podanie karboksyatraktylozydu (inhibi
tora translokazy nukleotydowej) od strony cytosolowej ka
nału sprzyja jego aktywacji [66].

Inhibitorami m egakanału są kationy dwuw artościow e 
takie jak Mg2+ i M n2+, nukleotydy: ADP i ATP oraz poliami- 
ny [66]. Również zakwaszenie macierzy mitochondrialnej 
jest czynnikiem utrzym ującym  kanał w stanie zam kniętym  
[64], Jony w apniow e stanowią istotny czynnik aktywujący 
m egakanał w  układach doświadczalnych, natom iast w ko
mórce, oprócz Ca2+ na modulację aktywności megakanału 
mogą wpływać również białka z rodziny Bcl-2/Bax oraz 
obecność związków  zw iązanych z metabolizmem lipidów 
takich jak ceram id i kwas arachidonow y [64], Zastosowa
nie, działającego w niskich stężeniach, specyficznego inhi
bitora PTP — cyklosporyny A (cyklicznego oligopeptydu, 
będącego czynnikiem im m unosupresyjnym ), okazało się 
być przełom em  w badaniach mechanizm u aktywacji i bu 
dow y m egakanału mitochodrialnego. Jedna z hipotez bu 
dow y PTP, występującego w miejscach kontaktowych mi
tochondrialnej błony zewnętrznej i wewnętrznej, zakłada, 
że jest to kompleks zbudow any z translokazy nukleoty- 
dów  adeninow ych (ANT), zależnego od potencjału kanału 
anionowego VDAC (ang. voltage dependent anion channel)

Postępy Biochemii 52 (2) 2006 141http://rcin.org.pl



oraz mitochondrialnej cyklofiliny D (CyP-D) [64], Istnieją 
również doniesienia mówiące o udziale heksokinazy, mi
tochondrialnej kinazy kreatynowej, kinazy glicerolowej, 
białek pro-apoptotycznych Bax oraz anty-apoptotycznych 
Bcl-2 i Bcl-Xj i białek receptora benzodiazepinow ego w bu 
dowie m egakanału [67].

Wykorzystanie techniki inżynierii genetycznej umożliwi
ło pełniejsze zrozumienie mechanizmu tworzenia i regulacji 
megakanału. Wyniki opisanych doświadczeń wskazują, że 
białko CyP-D nie jest niezbędne do tworzenia PTP, stanowi 
jednak element, który ułatwia otwarcie megakanału przez 
jony wapniowe [64], Doświadczenia z użyciem modyfiko
wanych genetycznie zwierząt wskazują na regulatorową 
funkcję ANT w aktywacji PTP, a obecność translokazy nu- 
kleotydów nie jest konieczna do utworzenia megakanału 
i nie w pływa również na przebieg apoptozy, zapoczątko
wanej pobudzeniem  receptorów błonowych [64], Techniką 
patch-clamp wykazano, że w warunkach in vitro ANT może 
tworzyć kanały o dużym  przewodnictwie, zależne od Ca2+. 
Otwarcie PTP jest prawdopodobnie bezpośrednią przyczy
ną umierania neuronów podczas uszkodzenia mózgu [68] 
oraz komórek mięśnia sercowego, poddanych niedotle
nieniu i reperfuzji [69], Znana jest też rola PTP w  dystrofii 
mięśniowej, wywołanej niedoborem kolagenu VI i w  hepa- 
tocytozach, powodowanych czynnikami kancerogennymi 
[70]. W ykazano ochronny wpływ inhibitorów PTP, takich 
jak kwas bonkrekowy i cyklosporyna A (CsA) przed nekro
tyczną i apoptotyczną śmiercią komórek [64].

ZAKOŃCZENIE

W ostatnich kilkunastu latach odkryto kilka kanałów jo
nowych obecnych w wewnętrznej błonie mitochondrium. 
Ich fizjologiczna rola nie jest jasna. Zaobserwowano jednak, 
że kanały potasowe wpływają na pęcznienie macierzy mito
chondrialnej, na potencjał elektryczny, poziom produkow a
nych reaktywnych form tlenu i transport jonów w apnia do 
wnętrza mitochondriów (Ryc. 4). Wykazano, że aktywacja 
potasowych kanałów mitochondrialnych zabezpiecza ko
mórki przed skutkami uszkodzenia prowadzącymi do ich 
nekrotycznej i apoptotycznej śmierci, podczas zawału serca 
i niedotlenienia mózgu. Pobudziło to intensywne badania 
farmakologii kanałów mitochondrialnych i powstanie wie
lu hipotez wiążących mitochondrialne kanały jonowe ze 
śmiercią komórek.

wewnętrzna
błona

mitochondrialna

i !
POTENCJAŁ MITOCHONDRIALNY

K+ — É KANAŁ Ik fc.
1  POTASOW Y^ “

OBJĘTOŚĆ MACIERZY MITOCHONDRIALNEJ

macierz
mitochondrialna

Jedna z hipotez wyjaśniających mechanizm ochrony ko
mórek przed skutkami niedotlenienia i reperfuzji, opiera się 
na obserwacji regulacji objętości m itochondriów pod w pły
wem K+. Zmiany objętości m itochondriów mogą bowiem 
wpływać korzystnie na gospodarkę energetyczną komórki. 
Przypuszcza się także, że w zrost objętości mitochondriów 
nie dopuszcza do nadm iernego obkurczania się macierzy 
mitochondrialnej w  czasie niedotlenienia, zachowując po 
łączenia pomiędzy mitochondrialną kinazą kreatynową 
a translokazą nukleotydów adeninowych, co umożliwia 
przekazywanie energii zmagazynowanej w  ATP z mito
chondriów do cytosolu.

Druga z hipotez wyjaśniająca mechanizm ochrony ko
mórek przed skutkami niedotlenienia i reperfuzji, opiera 
się na obserwacji uszkodzeń wynikających z nadmiernej 
kumulacji Ca2+ we w nętrzu mitochondriów. Podczas niedo
tlenienia dochodzi do wzrostu stężenia jonów wapniowych 
w cytosolu komórki. N adm iar stężenia Ca2+ w środowisku 
w ew nątrzkom órkow ym  jest obniżany częściowo przez m a
gazynowanie Ca2+ w przedziałach wewnątrzkomórkowych, 
takich jak siateczka śródplazmatyczna, jądro komórkowe 
czy mitochondria. Napływ  jonów w apniowych do wnętrza 
mitochondriów jest bardzo efektywny i zachodzi na koszt 
różnicy potencjału (Aip, ujemny w matriks mitochondrial
nej) poprzez aktywację uniportera wapniowego. Z kolei 
nadm iar Ca2+ w macierzy aktywuje megakanał mitochon- 
drialny, którego otwarcie urucham ia szereg reakcji dopro
wadzających, w konsekwencji, do śmierci komórki. Być 
może aktywacja kanałów potasowych w  błonie wewnętrznej 
mitochondriów prow adzi do obniżenia Aip, przez napływ 
K+ do wnętrza. Konsekwencją wzmożonego transportu K+ 
do mitochondriów może być zmniejszenie pobierania Ca2+. 
W ten sposób dochodzi do ochrony komórki przed uszko
dzeniem w czasie niedotlenienia.

Udowodniono również, iż istnieje zależność ochrony 
kardiomiocytów od uw alniania reaktywnych form tlenu 
z m itochondriów do cytosolu. Przekazanie sygnału przez 
podwyższony poziom reaktywnych form tlenu w kardio- 
miocytach, może prowadzić do aktywacji kinaz białkowych 
stymulujących kanały potasowe obecne w wewnętrznej bło
nie mitochondrialnej.
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ABSTRACT

Ion channels are proteins, which facilitate the ions flow throught biological membranes. In recent years the structure as w ell as the function  
of the plasma membrane ion channels have been well investigated. The knowledge of intracellular ion channels however is still poor. Up 
till now, the calcium channel described in endoplasmatic reticulum and mitochondrial porine are the examples of intracellular ion channels, 
which have been well characterized. The mitochondrial potassium channels: regulated by ATP (mitoKATp) and of big conductance activated by 
Ca2+ (mitoBKCa), which were described in inner mitochondrial membrane, play a key role in the protection of heart muscle against ischemia. In 
this review the last date concerning the mitochondrial ion channels as well as they function in cell metabolism have been presented.
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Rola mitochondriów w  wytwarzaniu i usuwaniu reaktywnych form tlenu; 
zw iązek z przesyłaniem sygnałów i programowaną śmiercią komórki

STRESZCZENIE

Mitochondria są głównym  źródłem reaktywnych form tlenu (RFT) w  komórce eukario
tycznej. Reaktywne formy tlenu powstają jako produkt uboczny metabolizmu tleno

w ego lub w  warunkach stresu oksydacyjnego. Za główne miejsca produkcji RFT uważane  
są nośniki elektronów mitochondrialnego łańcucha oddechowego. Źródłem RFT mogą być 
także enzym y rozmieszczone w  różnych przedziałach mitochondriów. Reaktywne formy tle
nu mogą prowadzić do licznych zmian struktury i funkcji ważnych dla komórki związków  
biologicznych. Uszkodzeniu ulegają przede wszystkim białka, lipidy i kwasy nukleinowe, 
które w w yniku utlenienia tracą swe właściwości biologiczne, co może prowadzić do śmierci 
komórki. Mitochondria, które są niezwykle narażone na szkodliwe działanie RFT, wytw o
rzyły szereg mechanizmów chroniących je przed stresem oksydacyjnym. Mitochondrialne 
mechanizmy obronne zmniejszają produkcję RFT (pierwsza linia obrony), bądź usuwają już 
wytworzone RFT (druga linia obrony) i tym samym minimalizują skutki ich działania. W mi
tochondrialnej obronie anty oksydacyjnej uczestniczą zarówno białka obniżające produkcję 
RFT, białka enzymatyczne bezpośrednio reagujące z RFT, jak i niskocząsteczkowe antyoksy- 
danty i białka nieenzymatyczne, usuwające te RFT i ich pochodne, które uniknęły działania 
obronnego systemu enzymatycznego. Mitochondrialne RFT pełnią rolę cząsteczek sygnało
wych oraz modyfikują działanie wielu szlaków przesyłania informacji, wywołując zmiany 
metabolizmu w różnych przedziałach komórki. Jednym z procesów, w  którym istotną rolę 
pełnią mitochondria i sygnalizacja z udziałem RFT jest programowana śmierć komórki.

WPROWADZENIE

Pojawienie się na Ziemi pierwszych organizmów fotosyntetyzujących już po 
nad 3,5 miliarda lat temu wywarło ogromny w pływ na pojawienie się tlenu w 
atmosferze ziemskiej i wykształcenie korzystnych form generowania energii z 
wykorzystaniem  błon biologicznych. Jednak wiadomo, że mimo korzyści w y
nikających z życiodajnej roli cząsteczki tlenu, jest ona również źródłem szkod
liwych cząsteczek zwanych reaktywnymi formami tlenu (RFT). Cząsteczka 
tlenu może ulegać pełnej redukcji do cząsteczki wody, co ma miejsce w czasie 
oddychania, jak również może ulegać stopniowej jednoelektronowej redukcji z 
w ytw orzeniem  RFT. Reaktywne formy tlenu powstają nieustannie jako produkt 
uboczny metabolizmu tlenowego, uszkadzając składniki budulcowe komórki. 
Jest to cena, jaką poniosły organizmy za życie w atmosferze bogatej w tlen i w y 
korzystywanie jego cząsteczek do produkcji dużych ilości energii.

Niektóre RFT mają charakter wolnych rodników, tzn. cząsteczek zawierają
cych jeden niesparowany elektron [1, 2], W w yniku przyjęcia przez cząsteczkę 
tlenu jednego elektronu powstaje anionorodnik ponadtlenkowy (ang. Superoxide 
anion, O /"), cząsteczka nietrwała i reagująca ze znacznie większą liczbą substan
cji niż tlen. Cząsteczka anionorodnika ponadtlenkowego ulega reakcji dysmuta- 
cji (dysproporcjowania), której produktam i są tlen i nadtlenek wodoru:

° 2-  + 0 2-  + 2H20  ^  0 2 + 2H20 2 

Wzór 1. Reakcja dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego

Reakcja ta może zachodzić spontanicznie, jak również może być katalizowana 
przez enzym  dysm utazę ponadtlenkową (SOD). Powstający w reakcji dysm u
tacji nadtlenek wodoru nie jest w olnym  rodnikiem. Jest to związek względnie 
stabilny i może również podlegać reakcji dysmutacji z wytworzeniem  tlenu i 
wody:

H 20 2 + H 20 2 2H20  + O,

Wzór 2. Reakcja dysmutacji nadtlenku w odoru

Mimo, że cząsteczka nadtlenku w odoru nie jest tak reaktywna jak O / ' ,  ma 
jednak zdolność utleniania jonów metali przejściowych, m.in. żelaza, miedzi, 
niklu, chromu, a produktem  tej reakcji jest rodnik hydroksylowy (ang. hydroxyl 
radical, *OH) [1]:
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Fe2+ + H 20 7 - ►  ‘OH + OH- + Fe3+
Cu+ + H A  ^  ’OH + OH- + Cu2+

Wzór 3. Reakcja Fentona

Ta przedstawiona w sposób znacznie uproszczony re
akcja utleniania jonów metali, zwana jest reakcją Fentona 
i jest źródłem najbardziej reaktywnej formy tlenu w ukła
dach biologicznych (’OH), która reaguje niemal ze w szyst
kimi cząsteczkami organicznymi, prowadząc do uszkodzeń 
strukturalnych i funkcjonalnych komórki [1,2].

Do RFT charakteryzującymi się silnymi właściwościami 
utleniającymi zalicza się również tlenowe związki azotu. Do 
takich związków należą m.in. tlenek azotu (ang. nitric oxide, 
‘NO), wolny rodnik syntetyzowany z udziałem  mitochon
drialnej syntazy tlenku azotu (mtNOS, ang. mitochondrial 
nitric oxide synthase)) oraz nadtlenoazotyn (ang. peroxynitri- 
te, ONOO-), reaktywna forma tlenu powstająca w  wyniku 
reakcji anionorodnika ponadtlenkowego z tlenkiem azotu 

[1]:

Oz-  + *NO —► ONOO- 

Wzór 4. Reakcja syntezy nadtlenoazotynu

Reaktywne formy tlenu powstają nieustannie w czasie 
wielu tlenowych procesów metabolicznych zachodzących 
w mitochondriach, chloroplastach, peroksysomach, błonie 
komórkowej, apoplaście, natomiast ich zwiększona produk
cja zachodzi pod w pływem  różnorodnych stresów środo
wiskowych, takich jak niska i wysoka temperatura, prom ie
niowanie nadfioletowe, jonizujące, ultradźwięki, zasolenie,

obecność jonów metali ciężkich, ksenobiotyków, czy atak 
patogenów [1,3].

MITOCHONDRIA JAKO GŁÓWNY OŚRODEK 
PRODUKCJI REAKTYWNYCH FORM TLENU

Mitochondria znajdują się niemal we wszystkich kom ór
kach eukariotycznych u zwierząt, roślin, czy u jednokom ór
kowych mikroorganizmów. Są to organelle tw orzone przez 
dwie błony, zewnętrzną i wewnętrzną, oddzielające prze
działy mitochondrialne: wnętrze mitochondrium, zwane 
macierzą mitochondrialną, oraz zawartą pom iędzy błona
mi przestrzeń międzybłonową. Mitochondria są głównym 
źródłem RFT w komórce eukariotycznej. Reaktywne formy 
tlenu powstają jako produkt uboczny metabolizmu tleno
wego lub w w arunkach stresu oksydacyjnego. Za główne 
miejsca produkcji RFT uw ażane są transportujące elektrony 
białka mitochondrialnego łańcucha oddechowego oraz nie
które enzymy błony zewnętrznej i macierzy m itochondrial
nej (Ryc. 1).

MITOCHONDRIALNY ŁAŃCUCH ODDECHOWY

Najważniejszą funkcją m itochondriów jest produkcja 
ATP, cząsteczki bogatej w  energię. Uzyskanie energii od 
bywa się dzięki utlenianiu w obecności tlenu zredukow a
nych substratów energetycznych pochodzących z pokarmu. 
W wewnętrznej błonie mitochondrialnej zlokalizowane są 
enzymy biorące udział w transporcie elektronów ze zre
dukowanych substratów do tlenu z w ytworzeniem  wody 
oraz syntaza ATP, enzym syntetyzujący ATP [4]. Białka 
przenoszące elektrony zorganizowane są w cztery duże
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Rycina 1. M itochondria: łańcuch transportu  elek
tronów , niektóre miejsca pow staw ania  RFT (za
znaczone czerw onym i gwiazdam i) oraz niektóre 
enzym y system u antyoksydacyjnego (pierwsza 
linia obrony — żółte elipsy, druga linia obrony
— zielone elipsy). Białka roślinne (i m ikroorga
n izm ów  o roślinnym  typie łańcucha oddecho
wego) nie występujące u zw ierząt zaznaczono 
ciem nozieloną obwódką. Enzymy, których rolę 
w  w ytw arzan iu  RFT stw ierdzono w  m itochon
driach zw ierząt zaznaczono pom arańczow ą 
obw ódką. A C O  — akonitaza; K G D H C , kom 
pleks dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej; A O X

— oksydaza alternatyw na; APX — peroksydaza 
askorbinianowa; ASC — askorbinian; ATPaza -  
syntaza ATP; c — cytochrom  c; CAT — katalaza; 
C u /Z nS O D  — m iedziow o/cynkow a dysm uta- 
za ponadtlenkow a; DHA, dehydroaskorbinian; 
GDH, dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa; 
GPx — peroksydaza glutationowa; GR, redukta- 
za glutationow a; Grx — glutaredoksyna (ox — z 
utlenionym i do -SS- g rupam i -SH, red  — z w ol
nym i g rupam i -SH); GSH — glutation, forma 
zredukow ana; GSSG — glutation, form a u tle 
niona; L-OOH, w odoronadtlenek lipidu; L-OH, 
hydroksylipid; M AO — oksydaza m onoam ino- 
wa; MnSOD — m anganow a dysm utaza ponad 
tlenkowa; 0 2‘‘ — anionorodnik ponadtlenkow y; 
Prx — peroksyredoksyna (ox — z u tlenionym i 
do -SS — grupam i -SH, red — z w olnym i g ru 
pam i -SH); Trx — tioredoksyna (z uw zględnie 
niem  zm ian redox g rupy  -SH; TrxR — reduktaza 
tioredoksyny; UCP — białko rozprzęgające; Q
— ubichinon; Q H , — ubichinol (zdredukow any 
Q ); A p H \  protonow y gradient elektrochem icz
ny; I, I I,  I II ,  IV  — kolejne kom pleksy łańcucha 
oddechowego.
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kompleksy enzymatyczne tworzące tzw. mitochondrialny 
łańcuch transportu  elektronów (Rye. 1). U tworzony jest on 
przez dehydrogenazę NADH (kompleks I), dehydrogenazę 
bursztynianową (kompleks II), kompleks cytochromów bc7 
(kompleks III) oraz oksydazę cytochromową (kompleks IV). 
Kompleksy te zawierają jony Fe i S, tworzące centra żelazo- 
siarkowe, jony Cu oraz koenzymy (np. mononukleotyd fla- 
winowy — FMN, dinukleotyd flawinoadeninowy — FAD, 
lub ubichinon — Q) pełniące rolę centrów oksydoreduk- 
cyjnych. Poza kompleksami enzymatycznymi w skład mi
tochondrialnego łańcucha transportu elektronów wchodzą 
również dw a ruchom e przenośniki elektronów, ubichinon, 
zwany koenzym em  Q, odbierający elektrony z kompleksów 
I i II oraz cytochrom c, małe peryferyczne białko, przeka
zujące elektrony na kompleks IV. Trzy enzymatyczne kom 
pleksy (I, III i IV), obok funkcji transportu elektronów, są 
również miejscami pom powania protonów. W czasie prze
pływ u elektronów przez łańcuch oddechowy wytw arzana 
jest energia wykorzystana do pom powania poprzez te kom 
pleksy protonów  z macierzy mitochondrialnej do przestrze
ni międzybłonowej. W rezultacie w poprzek wewnętrznej 
błony mitochondrialnej zostaje utworzony elektrochemicz
ny gradient protonow y (złożony z potencjału błonowego, 
AT, oraz różnicy pH, ApH), który następnie jest w ykorzy
stywany do syntezy ATP w procesie fosforylacji oksydacyj
nej z udziałem  syntazy ATP.

Jak już wspomniano, elektrony pochodzące z substratów 
oddechowych przekazywane są poprzez enzymy m itochon
drialnego łańcucha oddechowego do tlenu, wraz ze w zra
stającym potencjałem oksydoredukcyjnym, z w ytw orze
niem cząsteczki wody. Przepływ elektronów przez białka 
transportujące elektrony nie jest jednak zupełnie szczelny, 
gdyż mogą one „przeciekać" i reagować z cząsteczką tlenu 
z w ytworzeniem  anionorodnika ponadtlenkowego [1,2,5]. 
Kompleksy I i III łańcucha oddechowego uczestniczą w 
przemianach oksydoredukcyjnych ubichinonu, w których 
występuje niestabilna forma rodnikowa (ubisemichinon) 
odpow iedzialna za „przeciek" elektronów z tych kom plek
sów, prow adząca do wytworzenia RFT.

DEHYDROGENAZA NADH I KOMPLEKS bc1 
JAKO GŁÓWNE ŹRÓDŁA REAKTYWNYCH 
FORM TLENU W MITOCHONDRIACH

Kompleks I. Głównym miejscem produkcji anionorod
nika ponadtlenkow ego jest kompleks I łańcucha oddecho
wego (dehydrogenaza NADH) [2,5]. Zaproponowano trzy 
główne rodzaje produkcji RFT przy udziale kom pleksu I 
[5]: poprzez tzw. odwrotny transport elektronów (ang. re
verse electron transfer), produkcję indukowaną przez rotenon 
(inhibitor kompleksu I) oraz produkcję zachodzącą podczas 
praw idłow ego funkcjonowania łańcucha oddechowego 
(bez inhibitorów kompleksu I). Drugi i trzeci mechanizm 
dotyczą transportu elektronów „do przodu" (ang. forward 
electron transport), tj. z substratów zależnych od N AD+ na 
kompleks I.

Największą produkcję anionorodnika ponadtlenkow e
go zaobserw ow ano podczas odwrotnego transportu elek
tronów  z bursztynianu na NAD+ [2,5], Proces ten polega na 
przenoszeniu elektronów wbrew potencjałowi oksydore- 
dukcyjnem u przenośników elektronów łańcucha oddecho

wego z bursztynianu, substratu oddechowego oddającego 
elektrony na kompleks II, poprzez zredukow any koenzym 
Q do NAD+, a nie w  kierunku oksydazy cytochromowej i 
cząsteczki tlenu [2,5]. Ten termodynamicznie niekorzystny 
proces musi być sprzężony z wykorzystaniem energii elek
trochemicznego gradientu protonowego (wytwarzanego 
przez kompleksy III i IV) oraz wym aga dla zredukowania 
koenzymu Q substratów kompleksu II (np. bursztynianu 
lub a-glicerofosforanu) oraz FADH,. A zatem, zarówno re
dukcja NAD+, jak i produkcja RFT, wymagają wysokiego 
potencjału błonowego istniejącego w  niefosforylującym sta
nie oddechow ym  (w tzw. stanie 4, przy braku ADP). N ato
miast zmniejszenie potencjału błonowego podczas fosfory- 
lującego stanu oddechowego (stanu 3), podczas pobierania 
przez m itochondria jonów Ca2+ lub pod w pływem  działania 
związków rozprzęgających, prow adzi do znacznego obni
żenia poziom u produkcji RFT [5]. Skoro proces odw rotne
go transportu elektronów wym aga wysokiego potencjału 
błonowego, to produkcja RFT jest regulowana przez jego 
zmiany. Okazuje się, że już 10% spadek wartości potencjału 
błonowego hamuje produkcję RFT aż w 90%. Zaobserwo
wano również, że przypisywana kompleksowi I produkcja 
RFT przez cząstki submitochondrialne jest wyższa w alka
licznym pH  [5-7], zaś zakwaszenie środowiska macierzy 
mitochondrialnej obniża poziom produkcji RFT przez izo
lowane mitochondria [8]. Produkcja RFT przez kompleks I 
podczas odw rotnego transportu elektronów jest prawie cał
kowicie ham ow ana przez rotenon (inhibitor kompleksu I), 
który hamuje przepływ elektronów z koenzymu Q do tego 
kompleksu [6,9-11],

Produkcję RFT indukowaną przez rotenon zaobserwowa
no w  przypadku izolowanych mitochondriów bądź cząstek 
submitochondrialnych utleniających substraty oddechowe 
zależne od N AD+ (np. pirogronian, glutaminian plus jabł- 
czan) i poddanych działaniu rotenonu [5,6]. W nienaruszo
nych mitochondriach indukowana przez rotenon produkcja 
anionorodnika ponadtlenkowego wym aga bardzo wyso
kiego stopnia redukcji przenośników elektronów w obrębie 
kompleksu I, powyżej miejsca wiązania rotenonu. Proces 
produkcji RFT w obecności substratów zależnych od NAD+ 
nie jest regulowany przez zmiany potencjału błonowego, 
gdyż zahamowanie kompleksu I ostatecznie prowadzi do 
rozproszenia potencjału błonowego.

Dane doświadczalne wskazują na jeszcze jeden mecha
nizm  syntezy RFT przez kompleks I zachodzący podczas 
prawidłowego funkcjonowania łańcucha oddechowego 
w  obecności substratów oddechowych tego kompleksu i 
NAD+ [5,12], W obecności substratów zależnych od NAD+, 
przy braku inhibitorów kompleksu I, produkcja aniono
rodnika ponadtlenkowego stymulowana jest przez wyso
ki potencjał błonowy, jak również wysoki stopień redukcji 
przenośników elektronów w sąsiedztwie kompleksu I. Jed
nak w porównaniu z odw rotnym  transportem elektronów, 
w  mechanizmie tym, zależność produkcji RFT od różnicy 
potencjału po obu stronach wewnętrznej błony nie jest tak 
znacząca, gdyż proces ten jest bardziej korzystny term ody
namicznie.

Przypuszcza się, że produkcja anionorodnika ponadtlen
kowego przez kompleks I zachodzi przede wszystkim od
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strony macierzy wewnętrznej błony mitochondrialnej [13- 
15]. Nie jest pewne, który z komponentów kompleksu I od
powiedzialny jest za produkcję anionorodnika ponadtlen
kowego. Wydaje się jednak, że każdy element transportu 
elektronów w obrębie kompleksu I (tj. FMN, centra żelazo- 
siarkowe, czy Q) jest potencjalnym miejscem syntezy O / '  
[6,9,13,16,17].

Kompleks III. Kolejnym miejscem łańcucha oddecho
wego, odpowiedzialnym  za produkcję anionorodnika po
nadtlenkowego jest kompleks bcv zwany kompleksem III. 
Kompleks ten odpowiedzialny jest za utlenianie koenzymu 
Q (formy zredukowanej, Q H 2), z wykorzystaniem cytochro
mu c jako akceptora elektronów. Głównym miejscem synte
zy O / “ w  obrębie kompleksu III jest centrum  Q , hamowane 
przez myksotiazol. W miejscu tym, w  tzw. cyklu Q powstaje 
bardzo niestabilna forma ubichinonu, ubisemichinon (Q‘~), 
która najprawdopodobniej jest odpowiedzialna za formo
wanie anionorodnika ponadtlenkowego [17], Zwiększenie 
produkcji anionorodnika ponadtlenkowego zachodzi w 
obecności inhibitora kompleksu III, anty my cyny A [2,5,14]. 
Inhibitor ten, wiążąc się w miejscu Q. kompleksu III, unie
możliwia przeniesienie elektronu z ubisemichinonu zloka
lizowanego w miejscu Qo i tym samym przyczynia się do 
akumulacji niestabilnego ubisemichinonu. N ajpraw dopo
dobniej anionorodnik ponadtlenkowy produkow any jest 
po obu stronach centrum Qo, czyli zarówno od strony m a
cierzy, jak i od cytosolowej strony wewnętrznej błony mito
chondrialnej [2,5,15,18].

Z kolei inne inhibitory kompleksu III, myksotiazol i styg- 
matelina, wiążąc się z miejscem Qo, uniemożliwiają formo
wanie się Q ”  zarówno poprzez bezpośrednie zablokowanie 
wiązania zredukowanej formy ubichinonu (QH2) z miej
scem Qo (myksotiazol), jak i zahamowanie transportu elek
tronu z Q H 2 na centrum żelazo-siarkowe (stygmatelina) [5], 
Inhibitory te, w przeciwieństwie do antymycyny A, hamują 
tworzenie się O /"  [2,5,14,15].

POZOSTAŁE MIEJSCA POWSTAWANIA REAKTYWNYCH 
FORM TLENU W MITOCHONDRIACH

Źródłem RFT w mitochondriach są nie tylko białka łań
cucha transportu elektronów, ale również inne białka zlo
kalizowane w błonie wewnętrznej, a także białka błony ze
wnętrznej, jak i macierzy mitochondrialnej (Ryc. 1).

Z pozostałych kompleksów mitochondrialnego łańcucha 
oddechowego, również dehydrogenaza bursztynianowa 
(kompleks II, EC 1.3.5.1) może produkować w obecności 
inhibitorów tego kompleksu anionorodnik ponadtlenkowy, 
choć produkcja ta nie jest znacząca [19, 20], Enzym ten, zlo
kalizowany w wewnętrznej błonie mitochondrialnej, utle
nia bursztynian do fum aranu używając koenzymu Q jako 
akceptora elektronów. Izolowane białko dehydrogenazy 
bursztynianowej po w prow adzeniu do liposomów może 
produkować RFT, prawdopodobnie poprzez FAD, zredu
kowany przy braku akceptora elektronów [5].

Innym miejscem produkcji anionorodnika ponadtlen
kowego jest dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa (EC
1.3.5.1), enzym  zlokalizowany na zewnętrznej powierzchni 
wewnętrznej błony mitochondrialnej, utleniający glicerolo-

3-fosforan do fosfodihydroksyacetonu, przy jednoczesnej 
redukcji FAD do FADHn, a następnie wykorzystujący ko
enzym Q jako akceptor elektronów. Reakcja ta jest elemen
tem metabolizmu lipidów w mitochondriach zwierzęcych 
oraz częścią tzw. czółenka glicerolo-fosforanu, służącego 
regeneracji cytosolowego NAD+ z NADH pochodzącego z 
glikolizy. Dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanu p roduku
je 0 2"  głównie od cytosolowej strony wewnętrznej błony 
mitochondrialnej [15,21], U ssaków enzym ten występuje 
jedynie w brunatnej tkance tłuszczowej i mózgu, gdzie jest 
potencjalnie w ażnym  miejscem produkcji RFT [2]. Ponadto, 
dw a inne enzymy związane z utlenianiem kwasów tłusz
czowych, flawoproteina przenosząca elektrony (ang. elec
trón transport flavoprotein) oraz jej oksydoreduktaza (ang. 
electrón transfer flavoprotein quinone oxidoreductase), są poten
cjalnymi miejscami produkcji 0 2*' od strony macierzy m i
tochondrialnej, przynajmniej w  przypadku mitochondriów 
zwierząt [14],

W zewnętrznej błonie m itochondrialnej w ielu tkanek 
ssaków  zlokalizow ana jest oksydaza monoaminowa  
(ang. monoamine oxidase, MAO-A i MAO-B, EC 1.4.3.4), 
enzym  katalizujący utlenianie biogennych amin, czem u 
tow arzyszy uw alnianie nad tlenku  w odoru  [5]. O ksydaza 
m onoam inow a m itochondriów  m ózgu odgryw a central
ną rolę w przem ianach  neuroprzekaźników  m onoam ino- 
wych. Możliwość produkcji H 10 2 przez oksydazę mono- 
am inow ą znacznie przew yższa produkow anie  tej reak 
tywnej form y tlenu przez inne enzym y m itochondrialne. 
Dzieje się tak m. in. w m itochondriach m ózgu szczura, 
gdzie u tlenianiu  tyram iny tow arzyszy uw alnianie H^CŁ 
z prędkością 50 razy w iększą w porów naniu  z produkcją 
nad tlenku  w odoru  przez kom pleks III w obecności an ty 
m ycyny A [22], O ksydaza m onoam inow a może być głów 
nym źródłem  H^O, w tkankach w czasie n iedokrw ienia, 
starzenia, czy u tleniania egzogennych amin [5]. Podejrze
wa się, że podw yższony poziom  H^Ov w yw ołany przez 
zw iększoną aktyw ność oksydazy, może być odpow ie 
dzialny za uszkodzenia  m itochondriów  w czasie choroby 
Parkinsona.

W macierzy mitochondrialnej znajduje się akonitaza (EC 
4.2.1.3), enzym katalizujący w cyklu kwasów trikarboksy- 
lowych utworzenie izocytrynianu z cytrynianu. Enzym ten 
ulega inaktywacji przez anionorodnik ponadtlenkowy w 
w yniku utlenienia jego centrum żelazo-siarkowego [23]. 
Tak zinaktywowana wyizolowana akonitaza jest źródłem 
rodnika hydroksylowego, w  tworzeniu którego praw dopo
dobnie uczestniczy uwolniony jon Fe2+ [24],

Innym miejscem cyklu kwasów trikarboksylowych, od 
powiedzialnym za w ytwarzanie RFT jest kompleks dehy
drogenazy 2-oksoglutaranowej, zlokalizowany w macierzy 
przy wewnętrznej błonie mitochondrialnej. Kompleks ten 
katalizuje utlenienie 2-oksoglutaranu do sukcynylo-CoA 
z wykorzystaniem NAD+ jako akceptora elektronów. Nie
daw no wykazano, że kompleks dehydrogenazy 2-oksoglu- 
taranowej w  izolowanych mitochondriach mózgu myszy 
oraz wyizolowane i oczyszczone enzymy kompleksu z 
m itochondriów serca wołu mogą generować anionorodnik 
ponadtlenkowy i nadtlenek w odoru [25,26], Produkcja RFT 
przez kompleks dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej jest
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najprawdopodobniej wynikiem małej dostępności jego na
turalnego akceptora elektronów, NAD+ [25,26].

Z błoną wew nętrzną m itochondrium  związany jest en
zym syntetyzujący tlenek azotu (‘NO), syntaza tlenku azotu 
(mtNOS). Ta mitochondrialna izoforma enzym u w ytwarza 
‘NO z aminokwasu L-argininy w sposób zależny od stęże
nia jonów Ca2+ (wzrost stężenia Ca2+ w macierzy mitochon
drialnej zwiększa aktywność mtNOS) [27], Powstały tlenek 
azotu jest cząsteczką niezwykle reaktywną, reagującą m.in. 
z białkami zawierającymi grupy hemowe, tiolowe i centra 
żelazo-siarkowe [1]- ‘NO wiążąc się z oksydazą cytochro- 
mową łańcucha oddechowego, blokuje przyłączanie tlenu 
do tego enzymu, a tym samym hamuje przepływ elektro
nów i obniża syntezę ATP [27],

Tlenek azotu ma zdolność reagowania z anionorodni- 
kiem ponadtlenkowym, tworząc nadtlenoazotyn (ONOO-) 
(Wzór 4) [1,27]. Cząsteczka ta, wykazując zdolność dy- 
fundowania przez błony, może utleniać grupy tiolowe i 
hemowe białek oraz nienasycone reszty kwasów tłuszczo
wych zarówno w obrębie mitochondrium, jak i w innych 
przedziałach komórki [1], Nadtlenoazotyn przeprow adza 
również reakcję nitrowania reszt tyrozylowych w białkach, 
prowadząc do inaktywacji enzymów macierzy mitochon
drialnej, m.in. akonitazy i MnSOD. Ponadto, ONOO" może 
również hamować aktywność białek wewnętrznej błony 
mitochondrialnej (I i II kompleksu łańcucha oddechow e
go i syntazy ATP) oraz kanału anionowego zależnego od 
potencjału (poryny mitochondrialnej), występującego w ze
wnętrznej błonie mitochondrialnej [28].

MITOCHONDRIALNY SYSTEM ANTYOKSYDACYJNY

Mimo, że RFT w ytw arzane jako produkt uboczny me
tabolizmu tlenowego komórki lub w w arunkach stresu 
oksydacyjnego to cząsteczki nietrwałe, o krótkim okresie 
półtrwania, są jednak związkami niezwykle reaktywnym i i 
mogą bezpośrednio utleniać lipidy błonowe, białka i kwasy 
nukleinowe, powodując modyfikację struktury, utratę ak
tywności i właściwości biologicznych tych cząsteczek. Na
gromadzenie zmodyfikowanych makrocząsteczek prow a
dzi do postępujących uszkodzeń strukturalnych komórki, a 
tym samym jej śmierci [2,5].

Organizmy wytworzyły szereg mechanizmów obron
nych zapobiegających pow staw aniu RFT (pierwsza linia 
obrony), bądź usuwających już wytworzone RTF (druga 
linia obrony) i tym samym minimalizujących skutki ich 
działania. Mitochondria, stanowiąc istotne źródło RFT, po
siadają rozbudow any system antyoksydacyjny, składający 
się zarówno z białek enzymatycznych (dysmutazy ponad- 
tlenkowe, katalaza, peroksydazy, oksydaza alternatywna), 
jak i związków niskocząsteczkowych, czy białek nieenzy- 
matycznych (m.in. glutation, askorbinian, a-tokoferol, tio- 
redoksyna, białko rozprzęgające).

ENZYMATYCZNY SYSTEM ANTYOKSYDACYJNY

Na enzymatyczny mechanizm obronny m itochondriów 
składa się szereg enzymów, które bezpośrednio usuwają 
anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru, nie do

puszczając do reakcji RFT ze składnikami komórki (Ryc. 1). 
Ponadto, enzymy te reagując z O / '  i H 2CE zapobiegają po
w staw aniu rodnika hydroksylowego, najbardziej niebez
piecznej reaktywnej formy tlenu.

Dysmutazy ponadtlenkowe. Dysmutazy ponadtlenko- 
we (SOD, ang. Superoxide dismutases) są enzymami katalizu
jącymi w spom nianą już reakcję dysmutacji anionorodnika 
ponadtlenkowego (Wzór 1). Aktywność tych enzymów zo
stała stwierdzona u niemal wszystkich zbadanych organi
zm ów aerobowych, eukariotycznych i prokariotycznych [1], 
Dysmutazy występują w wielu organellach komórkowych, 
m.in. w mitochondriach, chloroplastach, peroksysomach, 
ponadto w cytosolu oraz na zewnątrz komórek.

W macierzy mitochondrialnej znajduje się dysm utaza 
ponadtlenkow a zawierająca jony manganowe (MnSOD, 
SOD-2, EC 1.15.1.1). Dysmutaza m anganowa występująca 
w mitochondriach organizmów eukariotycznych jest tetra- 
merem zbudow anym  z czterech podjednostek o masie czą
steczkowej około 24 kDa [1]. Jon m anganu znajduje się w 
centrum  katalitycznym enzymu. Dysmutaza m anganowa 
jest kodowana przez genom jądrowy i syntetyzowana jest 
w  postaci białka prekursorowego, zawierającego N-końco- 
wą sekwencję sygnałową złożoną z około 30 reszt amino- 
kwasowych. Aktywność MnSOD stwierdzono również w 
komórkach prokariotycznych, w  których MnSOD w ystępu
je zwykle w postaci dimeru. Aktywność MnSOD, chroniąca 
mitochondrialne enzymy zawierające centra żelazo-siarko
we przed atakiem 0 2‘" [29], podlega regulacji komórkowej. 
Wykazano, że synteza MnSOD zwiększa się pod w pływem  
szoku osmotycznego, cieplnego oraz związków generują
cych O * ' [30]. Ponadto, zaobserwowano również wzrost 
poziomu transkryptów MnSOD w mitochondriach Nicotianci 
sylvestris wykazujących obniżenie aktywności kompleksu I 
mitochondrialnego łańcucha transportu elektronów [31]. U 
ssaków aktywność MnSOD jest bardzo różna w poszczegól
nych tkankach; u myszy największą aktywność zaobserwo
wano w wątrobie i nerkach a najmniejszą w płucach [32], 
Homozygotyczne myszy pozbawione MnSOD przeżywają 
tylko kilka dni po urodzeniu, natomiast myszy z 6-10 krot
ną nadprodukcją enzym u wykazują wady rozwojowe oraz 
obniżoną płodność [5].

W przestrzeni międzybłonowej mitochondriów stwier
dzono obecność innego rodzaju dysmutazy ponadtlenko- 
wej, dysmutazy wiążącej miedź i cynk (Cu/ZnSOD, SOD-1). 
Enzym ten jest homodimerem, zawierającym w centrum  
aktyw nym  jony miedzi i cynku. W komórkach roślinnych, 
C u/ZnSO D  występuje przede wszystkim w cytosolu, lecz 
jej obecność wykryto również w mitochondriach, chloro
plastach i peroksysomach [33-35]. Przypuszcza się, że C u / 
ZnSOD zlokalizowana w mitochondrialnej przestrzeni mię
dzybłonowej uczestniczy w dysmutacji 0 2‘~ powstającego 
podczas transportu elektronów przez łańcuch oddechowy.

Katalaza. Dysmutacja anionorodnika ponadtlenkowego 
prow adzi do utworzenia kolejnej reaktywnej formy tlenu, 
nadtlenku wodoru, który również musi zostać usunięty, 
aby zapobiec powstawaniu rodnika hydroksylowego [1], 
Rolę tę spełniają katalazy (ang. catalase, CAT, EC 1.11.1.6), 
enzymy przeprowadzające reakcję dysmutacji (dyspropor-
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cjowania) nadtlenku w odoru do w ody i tlenu (Wzór 2). 
Katalazy, kodowane przez genom jądrowy, występują w 
formie tetram erów o masie cząsteczkowej 240 kDa. W przy
padku organizm ów roślinnych, jak dotąd wyizolowano 
trzy form y izoenzymatyczne tego białka: CAT-1, CAT-2, 
CAT-3. Enzymami charakterystycznymi przede wszystkim 
dla peroksysomów, glioksysomów i cytosolu, a więc miejsc 
obfitej produkcji H 20 2, są formy CAT-1 i CAT-2, z kolei izo- 
forma CAT-3 występuje w mitochondriach. Obecność kata
lazy stw ierdzono m.in. w  mitochondriach liści kukurydzy, 
rośliny typu C4, ale nie zaobserwowano aktywności tego 
enzym u u roślin typu C3 [36]. U ssaków (m.in. u myszy) naj
większą aktywność katalazy wykazano w mitochondriach, 
peroksysomach i cytosolu komórek wątroby, nerek, płuc, 
serca i m ózgu [37], Wydaje się prawdopodobne, że w  ko
mórkach serca występuje jedynie izoforma mitochondrialna 
katalazy, której ilość sięga 0.025% wszystkich białek mito
chondriów  [38],

Peroksydaza glutationowa. Peroksydaza glutationowa 
(ang. glutathione peroxidase, GPx, EC 1.11.1.9) jest enzymem, 
który podobnie jak katalaza, usuw a nadtlenek wodoru. Me
chanizm reakcji katalizowanej przez peroksydazę polega na 
redukcji H 20 2 do H 20  z jednoczesnym utlenieniem glutatio- 
nu (GSH):

2 GSH + H 20 2 GSSG + 2 H 20

Wzór 5. Reakcja redukcji nadtlenku w odoru z udziałem 
peroksydazy glutationowej

Powstająca w tej reakcji utleniona forma glutationu, 
disulfid glutationu (GSSG), jest związkiem niebezpiecznym 
dla komórki, bowiem może utleniać grupy holowe białek 
lub tworzyć mieszane dwusiarczki z białkami, prowadząc 
do ich inaktywacji [1], Dlatego z GPx współdziała enzym 
reduktaza glutationowa, która przywraca zredukow aną 
formę glutationu, wykorzystując NADPH jako źródło elek
tronów.

Powszechne w  tkankach roślinnych peroksydazy gluta- 
tionowe są białkami zawierającymi grupę hemową. Z kolei 
tkanki zwierząt, szczególnie ssaków, są bogate w peroksy
dazy glutationowe, które nie są hemoproteinami, lecz za
wierają w  swym  centrum aktywnym  aminokwas selenocy- 
steinę [1,5]. Obecność selenocysteiny w  centrum aktywnym 
enzym u umożliwia utlenienie glutationu bez uwalniania 
wolnego rodnika holowego tej cząsteczki [1], U człowie
ka stw ierdzono obecność pięciu form izoenzymatycznych 
GPx, natom iast u myszy występują cztery formy tego en
zymu. GPx kodowane są przez różne geny i mogą wystę
pować w  różnych przedziałach komórkowych, włączając 
macierz i przestrzeń międzybłonową mitochondriów (for
my izoenzymatyczne G pxl i GPx4 człowieka) [39], Peroksy
dazy glutationowe występują w  postaci tetramerów, skła
dających się z czterech podjednostek o masie cząsteczkowej 
około 20 kDa. Najwyższą aktywność GPx zaobserwowano 
w  m itochondriach wątroby, nerki i serca, nieco mniejszą 
natom iast w  mitochondriach m ózgu i mięśni szkieletowych 
ssaków [40], Przez dłuższy czas GPx uważana była za bar
dzo w ażny element komórkowego i mitochondrialnego sy
stemu obrony przeciwko RFT. Jednakże myszy pozbawione

genu GPx są zdrowe, płodne i rozwijają się normalnie [5]. 
Badania te wskazują, że GPx jest praw dopodobnie zaanga
żowana w ochronę tkanek i m itochondriów tylko podczas 
wzmożonego stresu oksydacyjnego i nie odgrywa roli an- 
tyoksydacyjnej przy niskim poziomie endogennej produkcji 
RFT przez mitochondria.

Jedną z form GPx jest peroksydaza glutationowa wodo- 
ronadtlenków fosfolipidów (PHGPx, ang. phospholipid hy
droperoxide glutathione peroxidase, EC 1.11.1.12), selenoenzym 
redukujący wodoronadtlenki fosfolipidów, H ,0  , nadtlenki 
cholesterolu oraz nadtlenek ty miny [41]. W przeciwień
stwie do tetramerycznej formy peroksydazy glutationowej, 
PHGPx jest monomerem o masie cząsteczkowej 18 kDa [1]. 
Enzym ten, redukując wodoronadtlenki fosfolipidów, pełni 
istotną rolę w  ochronie błon komórkowych przed peroksy- 
dacją lipidów, stanowiąc tym  samym jeden z najważniej
szych mechanizmów obrony komórki przed RFT. PHGPx 
ulega ekspresji w  postaci dwóch izoform: formy krótszej 
(forma S) i dłuższej (forma L), która kierowana jest do mi
tochondriów [42], Znaczną ilość PHGPx znaleziono w ją
drach ssaków, szczególnie w  mitochondriach plemników 
myszy i szczura [1,5]. Enzym ten stanowi niemal połowę 
całkowitej ilości białek zewnętrznej błony mitochondrialnej 
plemników, najprawdopodobniej spełniając ważną rolę fi
zjologiczną w tych komórkach [1]. Jednakże bardzo wąska 
specyficzność tkankowa tego enzymu u ssaków wyklucza 
jego szersze znaczenie.

Reduktaza glutationowa. Powstała w mitochondriach 
utleniona forma glutationu, jest cząsteczką szkodliwą, która 
jednakże nie może być eksportowana do cytosolu i musi ulec 
regeneracji do zredukowanej formy glutationu w macierzy 
mitochondrialnej. Reakcja redukcji GSSG katalizowana jest 
przez reduktazę glutationową (ang. glutatione reductase, GR, 
EC 1.8.1.7), odtwarzającą zredukow aną formę glutationu 
kosztem utlenienia wewnątrzmitochondrialnego NADPH 
[L5]:

GSSG + NADPH + H + —► 2GSH + NADP+

Wzór 6. Reakcja redukcji glutationu z udziałem  reduktazy 
glutationowej

NADPH może ulec regeneracji z udziałem  występujących 
w macierzy enzymów, zależnej od NADP+ dehydrogenazy 
izocytrynianowej lub enzym u jabłczanowego (NADP-ME), 
lub występującej w  wewnętrznej błonie mitochondriów, 
transhydrogenazy NADPH.

S-transferaza glutationowa. Mitochondria wykorzystują 
glutation nie tylko jako regenerowalny donor elektronów. 
G rupa tiolowa glutationu może bowiem łatwo reagować z 
różnymi związkami elektrofilowymi (tzn. związkami, któ
rych grupy reaktywne charakteryzują się małą gęstością 
elektronową i z łatwością w chodzą w  reakcje z grupam i o 
dużej gęstości elektronowej [1]), w  tym produktam i perok- 
sydacji lipidów, w odoronadtlenkam i, czy ksenobiotykami. 
Reakcje te mogą zachodzić spontanicznie lub przy udziale 
enzymów, S-transferaz glutationowych (ang. glutathione- 
S-transferase, GST, E.C.2.5.1.18) prowadząc do powstania 
koniugatów glutationu, usuw anych następnie na zewnątrz 
mitochondriów i dalej na zewnątrz komórek [1,5]. W ten
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sposób enzymy te chronią mitochondria przed różnymi 
toksycznymi związkami, w tym produktam i peroksydacji 
lipidów, m.in. 4-hydroksynonenalem [5]. Po usunięciu z mi- 
tochondrium koniugatu GSH z toksyną, zapas GSH w orga
nelli musi być uzupełniony poprzez pobranie go z cytosolu. 
Dostatecznie duża pula wewnątrzmitochondrialnego GSH 
zapewnia efektywne działanie systemu obronnego oparte
go na S-transferazach glutationowych. S-transferazy gluta- 
tionowe, w  przeciwieństwie do peroksydazy glutationowej, 
nie zawierają selenu oraz nie mogą redukować nadtlenku 
wodoru. W mitochondriach ssaków stwierdzono obecność 
kilku izoform S-transferazy glutationowej [43].

Peroksydaza askorbinianowa. Enzym ten (APX, 
E.C.l .11.1.11) charakterystyczny jest przede wszystkim dla 
chloroplastów i cytosolu komórek roślinnych, lecz został 
również znaleziony w mitochondriach grochu, papryki i 
pom idora [44], N iedawno znaleziono również pojedynczy 
polipeptyd APX w izolowanych mitochondriach Arabidop- 
sis, mimo że analiza genomu jądrowego tego gatunku nie 
dostarczyła dow odu na to, że koduje on mitochondrialną 
izoformę APX [44]. Peroksydazy askorbinianowe są hemo- 
proteinami, zawierającymi cztery grupy tiolowe odpow ie
dzialne za ich reaktywność [1], Usuwają nadtlenek w odoru 
z wykorzystaniem askorbinianu jako donora elektronów. 
APX stanowią element tzw. cyklu Halliwela-Asady (cyklu 
askorbinianowo-glutationowego), którego funkcją jest usu 
nięcie H^O., z  organelli komórkowych. Z APX współpracuje 
reduktaza dehydroaskorbinianowa, odtwarzająca askorbi- 
nian kosztem utlenienia glutationu oraz w spom niana już 
reduktaza glutationowa, regenerująca głutation i wykorzy
stująca NADPH jako źródło elektronów.

APX

askorbinian + H 20 2 —» dehydroaskorbinian + H 20
deh. askorbinianowa

dehydroaskorbinian + 2GSH —► askorbinian + GSSG

reduktaza GSH

GSSG + NADPH + H + -» 2GSH + NADP+

Wzór 7. Cykl Halliwela-Asady

Peroksydaza cytochromu c. Peroksydaza cytochromu c 
(ang. cytochrome c peroxidase, EC 1.11.1.5) jest enzym em  zlo
kalizowanym w przestrzeni międzybłonowej m itochon
driów  drożdży, a także występującym u niektórych bakterii 
[1]. Enzym ten redukuje nadtlenek wodoru, który w ytw a
rzany jest w reakcji katalizowanej przez mitochondrialną 
MnSOD, utleniając cząsteczkę cytochromu c. Dane dośw iad
czalne wskazują na istotną rolę tego enzym u w usuw aniu 
H.,0.,. Stwierdzono, że izolowane nienaruszone mitochon
dria drożdży uwalniają znacznie mniej nadtlenku w odoru 
niż cząstki submitochondrialne. Ponadto, mitochondria po
zbawione peroksydazy cytochromu c uwalniają dużo więcej 
nadtlenku w odoru niż mitochondria zawierające aktywny 
enzym  [45],

Oksydaza alternatywna. Łańcuch oddechowy roślin, 
grzybów i niektórych pierwotniaków zawiera oksydazę 
alternatywną (ang. alternative oxidase, AOX), enzym prze
noszący elektrony bezpośrednio z ubichinolu na tlen, z po
minięciem drogi cytochromowej. Oksydaza alternatywna

nie pompuje protonów, a energia uzyskana podczas trans
portu elektronów zostaje zamieniona w  ciepło. Enzym ten 
jest niewrażliwy na antymycynę A i cyjanek (inhibitory 
odpowiednio III i IV kompleksu oddechowego), stąd może 
funkcjonować również w sytuacji zablokowania drogi cy
tochromowej. W mitochondriach roślin AOX występuje w 
postaci homodimeru, którego aktywność regulowana jest 
przez stan utlenienia-redukcji wewnątrzcząsteczkowych 
wiązań disulfidowych (forma zredukow ana jest bardziej 
aktywna), natomiast AOX mikroorganizmów jest m onom e
rem [46-49], Aktywatorami roślinnej AOX są a-ketokwasy, 
natomiast oksydaza pierwotniaków i niektórych grzybów 
jest stym ulowana przez mononukleotydy purynow e (GMP, 
AMP, IMP). Oksydaza alternatywna kodowana jest przez 
geny jądrowe, których ekspresja podlega regulacji środow i
skowej i tkankowej.

Dotychczas dobrze poznaną, fizjologiczną funkcją AOX 
jest generacja ciepła w kolbach kwiatostanowych roślin ter- 
mogennych (Araceae), umożliwiająca ich zapylenie. Jednak
że obecność tego enzymu u roślin nietermogennych oraz w 
organizmach jednokomórkowych, u których termogeneza 
nie jest możliwa, wskazuje na inną, powszechną funkcję 
AOX. Taką funkcją może być rola w pierwszej linii obrony 
antyoksydacyjnej w komórce, polegającej na zmniejszaniu 
mitochondrialnej produkcji RFT poprzez obniżanie pozio
mu redukcji nośników elektronów łańcucha oddechowego 
[44,50], Oksydaza alternatywna, utleniając zredukow any 
ubichinon (i tym samym obniżając potencjał oksydoreduk- 
cyjny mitochondriów), może obniżać mitochondrialną pro 
dukcję RFT głównie na poziomie kompleksu I i kompleksu 
III łańcucha oddechowego. Obniżanie poziomu produkcji 
RFT przez AOX obserwowano w mitochondriach roślin [51- 
53], jak i pierwotniaków [54,55]. Wykazano, że zarówno za
ham owanie aktywności AOX, jak i obniżona ekspresja tego 
białka stymulują produkcję H 20 2 przez mitochondria, na
tomiast wzrost aktywności AOX powoduje obniżenie pro
dukcji H 20 2. Stwierdzono także, że różnego rodzaju w arun 
ki stresowe, takie jak niska temperatura, niedobór fosforanu 
czy atak patogenów, wpływają na zwiększenie ekspresji i 
aktywności AOX [44,49]. Sugeruje to, że ochrona przed stre
sem oksydacyjnym może być fizjologiczną rolą AOX, mimo 
że odbywa się kosztem fosforylacji oksydacyjnej, a więc ilo
ści ATP dostarczanej komórce.

W mitochondriach roślin i organizmów jednokomórko
wych posiadających roślinny typ łańcucha oddechowego 
(pierwotniaki i grzyby), istnieją dodatkowe oprócz AOX 
kompleksy oddechowe, które zapobiegają nadmiernej re
dukcji łańcucha oddechowego, głównie w sytuacji ograni
czenia jego przepustowości dla przenoszonych elektronów 
[44,49,56]. W ten sposób, działanie nie pompujących pro
tonów dehydrogenaz NAD(P)H, które omijają kompleks I 
i oddają elektrony bezpośrednio na ubichinon, może przy
czyniać się do obniżenia ilości RFT produkow anych przez 
mitochondrialny łańcuch oddechowy u tych organizmów.

NIEENZYMATYCZNY SYSTEM ANTY OKSYDACYJNY

W obronie mitochondriów oraz całej komórki przed 
szkodliwym działaniem RFT istotną rolę, obok białek en
zymatycznych, spełniają również antyoksydanty niskoczą-
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steczkowe i białka nieenzymatyczne. Związki te zapobiega
ją peroksydacji lipidów i białek nie na drodze katalitycznej, 
lecz poprzez wchodzenie w reakcje z wolnymi rodnikami 
lub produktam i ich utleniania [1]. Mogą one reagować z 
tymi RFT, które uniknęły działania enzymów antyoksyda- 
cyjnych, zmniejszając tym samym praw dopodobieństw o 
powstania rodnika hydroksylowego.

Glutation. Glutation (GSH, y-glutamylocysteinyloglicy- 
na) jest tripeptydem, którego cechą charakterystyczną jest 
obecność grupy tiolowej (SH), decydującej o jego reaktyw
ności. Tylko około 10-12% glutationu całej komórki znaj
duje się w mitochondriach, ale z pow odu względnie małej 
objętości macierzy mitochondrialnej stężenie GSH jest nieco 
wyższe w tym przedziale niż w  cytosolu [57], Mitochon
dria nie posiadają enzymów syntetyzujących glutation, zaś 
pula wewnątrzmitochondrialnego GSH jest uzupełniana na 
drodze transportu GSH z cytoplazmy z udziałem różnych 
białek transportujących wewnętrznej błony mitochondrial
nej (nośnika GSH, nośnika dikarboksylanów czy nośnika 
2-oksoglutaranu) [5], W ewnątrz mitochondriów związek 
ten występuje w zakresie stężeń 2-14 mM; około 90% gluta
tionu stanowi forma zredukow ana (GSH) [57,58], Całkowi
te stężenie glutationu (formy zredukowanej i utlenionej) w 
mitochondriach różni się w zależności od stanu metabolicz
nego komórki, wieku, czy rodzaju tkanki [58], choć zmiany 
te mogą nie mieć wpływ u na poziom usuwania H 2Ck przez 
enzymy zależne od GSH [5], W przypadku mitochondriów 
serca szczura, dopiero obniżenie stężenia GSH ponad 50% 
poziomu naturalnego wpływa na podwyższenie produkcji 
H 20 2 przez te mitochondria.

Grupa tiolowa (SH) glutationu może ulec utlenieniu, 
prowadząc do wytworzenia disulfidu glutationu (GSSG). 
Reakcja ta może zachodzić na drodze nieenzymatycznej 
oraz przy udziale peroksydazy glutationowej w obecności 
nadtlenku wodoru lub innych nadtlenków organicznych 
[1]. Grupa tiolowa GSH ma również zdolność do reagowa
nia z RFT (najszybciej z rodnikiem hydroksylowym) oraz 
wolnymi rodnikami substancji organicznych (m.in. wolny
mi rodnikami białek), czego efektem może być odtw orze
nie struktury tych związków kosztem powstania wolnego 
rodnika glutationu. Ponadto, glutation może tworzyć wspo
mniane już wyżej koniugaty ze związkami elektrofilowymi 
z udziałem S-transferazy glutationowej.

Askorbinian. Askorbinian, o którym w spom niano już 
omawiając działanie peroksydazy askorbinianowej, jest sil
nym  antyoksydantem reagującym z O / ' ,  H 20 2, 'OH, rod 
nikami nadtlenkowymi i tlenem singletowym. Związek ten 
występuje w dużych ilościach w  macierzy mitochondrial
nej komórek roślinnych, gdzie bardzo często współdziała 
z glutationem w serii reakcji zwanych cyklem Halliwela- 
Asady (Wzór 7) [44], Askorbinian szczególnie silnie reaguje 
z nadtlenkiem w odoru (tworząc nieszkodliwy dehydroa- 
skorbinian) i choć reakcja ta może zachodzić w warunkach 
nieenzymatycznych, jej znaczne przyspieszenie następuje w 
obecności peroksydazy askorbinianowej (u roślin). Wydaje 
się, że poprzez kontrolę poziomu syntezy askorbinianu w 
mitochondriach (która zależy od dostępności utlenionego 
cytochromu c), m itochondrialny łańcuch oddechowy może

mieć istotny wpływ na działanie systemu antyoksydacyjne- 
go komórki roślinnej i z nim związanej tolerancji na stres 
[44].

a-Tokoferol. a-Tokoferol (TP) to główny hydrofobowy 
antyoksydant chroniący błony komórkowe przed działa
niem RFT. Szczególnie licznie występuje w błonach mito
chondrialnych, gdzie jedna cząsteczka tokoferolu przypada 
na 2100 cząsteczek fosfolipidów [1,5].

Działanie tokoferolu polega przede wszystkim na usu 
w aniu wolnych rodników organicznych, głównie p roduk
tów powstałych w wyniku peroksydacji lipidów [1]:

lipid-OO' + TP-OH lipid-OOH + TP-O*

Wzór 8. Reakcja redukcji nadtlenków lipidów z udziałem 
tokoferolu (TP-OH)

W wyniku reakcji tokoferolu z rodnikami organicznymi 
powstaje mało reaktywny wolny rodnik tokoferylowy (TP- 
O ’), który może ulec regeneracji z udziałem  zredukowanej 
formy koenzymu Q w obrębie błony lub askorbinianu na 
granicy fazy wodno-lipidowej [5], jak również wejść w reak
cję z innym w olnym  rodnikiem, co kończy dwa ciągi reakcji 
wolnorodnikowych [1],

Szlak tioredoksyny. Na szlak tioredoksyny składają się 
zarówno enzymy, jak i białka nieenzymatyczne (Ryc. 1). 
Tioredoksyna (ang. thioredoxin, Trx) jest polipeptydem po
wszechnie występującym w komórkach eukariotycznych i 
prokariotycznych. Białko to, o masie 12 kDa, występuje w 
postaci kilku izoform; w mitochondriach człowieka stwier
dzono występowanie tzw. tioredoksyny 2 [1], Cząsteczka 
Trx zawiera dwie sąsiadujące grupy tiolowe, które mogą 
ulec utlenieniu z wytworzeniem  mostka disulfidowego. 
Tioredoksyny mogą redukować mostki disulfidowe białek 
(i same ulegać utlenieniu), powstałe w w yniku działania 
utleniaczy w czasie stresu oksydacyjnego.

Z tioredoksyną współdziała enzym reduktaza tioredok
syny (ang. thioredoxin reductase, TrxR, EC 1.8.1.9), redukują
ca utlenioną formę Trx z wykorzystaniem w ew nątrzm ito
chondrialnego NADPH jako donora elektronów. Reduktazy 
tioredoksyny organizmów eukariotycznych przypominają 
enzym reduktazę glutationową ze względu na obecność 
selenocysteiny w centrum  aktywnym. Szlak tioredoksyny 
może być istotny podczas rozwoju ssaków, gdyż uszko
dzenie genu reduktazy tioredoksyny u myszy prowadzi 
do wzmożonej apoptozy podczas wczesnej embriogenezy 
oraz śmieci embrionów [5], Z drugiej jednak strony, nad 
produkcja białka reduktazy i wyższy poziom tioredoksyny 
nie prow adzą do zwiększonej przeżywalności myszy czy 
zwiększonej odporności na czynniki indukujące RFT.

W szlaku tioredoksyny działa również enzym  peroksy- 
daza zależna od tioredoksyny, zw ana peroksyredoksyną 
(ang. peroxiredoxin lub thioredoxin-dependent peroxide reduc
tase, Prx). Ten niedawno odkryty enzym  redukuje H^O, i 
wodoronadtlenki lipidów (produkty peroksydacji lipidów), 
wykorzystując tioredoksynę jako źródło elektronów [59], W 
mitochondriach ssaków odkryto dwie izoformy peroksyre-
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doksyny, Prx3 i Prx5. Izoforma Prx3 występuje w  dużych 
ilościach w różnych tkankach szczura i wołu, szczególnie 
w  mitochondriach serca, wątroby i mózgu. Stwierdzono, że 
ekspresja genu kodującego Prx3 indukow ana jest przez stres 
oksydacyjny [5]. Powszechne występowanie izoformy Prx5 
zostało wykazane w tkankach wołu, przy czym największy 
poziom tego enzymu stwierdzono w mitochondriach jąder. 
Wykazano również, że zwiększona produkcja Prx5 człowie
ka w mitochondriach komórek jajnikowych chomika za
pewniła ochronę tym komórkom przed szkodliwym działa
niem nadtlenku wodoru, co wskazuje na rolę Prx w kom ór
kowej obronie przed RFT [60], Efektywność Prx3 i Prx5 w 
usuw aniu H 90 ,  w porów naniu z innymi antyoksydacyjny- 
mi systemami mitochondrialnymi nie jest dotąd poznana. 
W przypadku roślin przypuszcza się, że peroksyredoksyna 
może odgrywać istotna rolę w redukcji wodoronadlenków 
lipidów oraz H 20 2 zarówno w  mitochondriach, jak i chloro
plastach [53].

Peroksyredoksyny, jak już wspomniano, wykorzystu
ją tioredoksynę jako donor elektronów w reakcji redukcji 
H 20 2. Innym białkiem współdziałającym z tioredoksyną jest 
glutaredoksyna (ang. glutaredoxin, Grx) obecna w większo
ści tkanek ssaków i roślin [5,44]. Enzym ten katalizuje re
akcje oksydoredukcji mostka disulfidowego tioredoksyny. 
Glutaredoksyna może redukować zarówno mostki disulfi- 
dowe białek oraz mieszane z GSFI, podczas gdy tioredok
syny efektywnie redukują tylko mostki disulfidowe białek. 
Utleniona forma glutaredoksyny może z kolei ulec regene
racji przy udziale innego antyoksydanta, glutationu [44],

Obecnie, oprócz peroksyredoksyn (Prx3 i Prx5), niewie
le w iadom o na temat innych mitochondrialnych izoform 
białek należących do omawianego układu tioredoksyny, 
tj. tioredoksyny (Trx2), reduktazy tioredoksyny (TrxR2) i 
glutaredoksyny (Grx2) [5], Wydaje się jednak bardzo p raw 
dopodobne, że system obejmujący białka tego układu, ze 
w zględu na obfitość występowania w tkankach ssaków 
oraz jego działanie antyoksydacyjne, jest głównym szlakiem 
usuwającym nadtlenek w odoru oraz nadtlenki lipidów w 
mitochondriach ssaków [44],

Białko rozprzęgające. W wewnętrznej błonie mitochon
drialnej organizmów eukariotycznych istnieje specyficzne 
białko rozpraszające energię, które współzawodnicząc z 
syntazą ATP obniża wydajność fosforylacji oksydacyjnej 
w  mitochondriach. Białkiem tym jest białko rozprzęgają
ce (UCP, ang. uncoupling protein), które rozprasza energię 
elektrochemicznego gradientu protonowego w ytw orzone
go przez łańcuch oddechowy mitochondriów. Białko to po
zwala na powrót do macierzy mitochondrialnej protonów 
wcześniej w ypom pow anych przez kompleksy łańcucha 
odechowego [50,61,62], Białko UCP stym ulowane jest przez 
anionowe formy wolnych kwasów tłuszczowych, ham ow a
ne zaś przez nukleotydy purynow e (GTP, GDP, ATP).

Przez długi czas uważano, że UCP występuje wyłącznie 
w mitochondriach brunatnej tkanki tłuszczowej ssaków 
charakteryzujących się zachodzeniem przejściowej termo- 
genezy [50,61,62]. Białko to, zwane termogeniną (obecnie 
UCP1), odpowiedzialne jest za produkcję ciepła u now orod
ków ssaków, zwierząt hibernujących lub zaadaptow anych

do zimna. Dopiero niedawno odkryto wiele innych białek 
rozprzęgających w mitochondriach różnych tkanek ssaków 
(UCP2-UCP5), ptaków, bezkręgowców, roślin wyższych, 
pierwotniaków i grzybów. W związku z obecnością białek 
rozprzęgających u tak różnych grup organizmów eukario
tycznych wydaje się, że białka rozprzęgające mogą spełniać 
inne, odm ienne od produkcji ciepła, funkcje.

Wykazano, że aktywacja UCP przez wolne kwasy tłusz
czowe powoduje obniżenie poziomu produkcji FĘ02, na
tomiast zahamowanie aktywności UCP przez nukleotydy 
purynow e zwiększa produkcję RFT przez mitochondrialny 
łańcuch oddechowy. Efekt ten zaobserwowano zarówno w 
mitochondriach roślin wyższych [63], ssaków [64,65] i pier
wotniaków [55]. Wyniki te pozwalają przypuszczać, że UCP 
pełni rolę endogennego systemu antyoksydacyjnego i po
dobnie jak oksydaza alternatywna uczestniczy w pierwszej 
linii obrony m itochondriów przed szkodliwym działaniem 
RFT [50,61,62,65]. Białko rozprzęgające, rozpraszając proto
nowy gradient elektrochemiczny, obniża poziom redukcji 
nośników elektronów łańcucha oddechowego i tym samym 
obniża możliwość produkcji RFT głównie na poziomie kom- 
pleku I i kompleksu III. Podobnie jak w przypadku oksyda
zy alternatywnej, antyoksydacyjna funkcja UCP odbywa się 
kosztem energii dostarczanej komórce przez mitochondria.

ROLA MITOCHONDRIALNYCH RFT W PRZENOSZENIU 
SYGNAŁÓW I PROGRAMOWANEJ ŚMIERCI KOMÓRKI

Reaktywne formy tlenu syntetyzowane przez białka mi
tochondrialnego łańcucha oddechowego lub inne białka mi- 
tochondrialne, oprócz destruktywnego działania na skład
niki komórek, mogą również pełnić rolę przekaźników syg
nałów, prowadząc m. in. do zmian metabolizmu w różnych 
przedziałach komórki lub uczestniczyć w programowanej 
śmierci komórki (PCD, ang. programmed celi death).

O roli mitochondrialnych RFT działających jako cząstecz
ki sygnałowe wywnioskowano m. in. na podstawie badań 
dotyczących w pływ u antymycyny A, inhibitora kompleksu 
III mitochondrialnego łańcucha transportu elektronów, na 
ekspresję genów jądrowych tytoniu Nicotiana tabacum. Za
hamowanie aktywności drogi cytochromowej przez anty- 
mycynę A spowodowało zwiększenie ekspresji genu aoxl, 
kodującego oksydazę alternatywną, a tym samym wzrost 
aktywności tego białka [66,67]. Rolę czynnika sygnałowe
go pomiędzy mitochondriami a jądrem komórkowym peł
nią najprawdopodobniej RFT, których poziom produkcji w 
obecności antymycyny A znacznie wzrasta. Wzrost ilości 
transkryptów  genu aoxl zaobserwowano również w komór
kach tytoniu poddanych działaniu H ,0 2, kwasu salicylowe
go, cytrynianu i pod w pływ em  chłodu [66,67],

Kolejny dow ód na to, że RFT odgrywają istotną rolę w 
przekazyw aniu sygnałów pomiędzy mitochondriami a in
nymi przedziałami komórki, uzyskano badając m utanta Ni
cotiana silvestris, pozbawionego funkcjonalnego kompleksu 
I łańcucha oddechowego [31,44]. W komórkach tej rośliny 
zaobserwowano zwiększenie ekspresji mitochondrialnych 
enzym ów antyoksydacyjnych (MnSOD i AOX), peroksyso- 
malnej katalazy oraz peroksydazy askorbinianowej zloka
lizowanej w  cytosolu. Przypuszcza się, że wzrost ekspresji
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tych antyoksydantów jest odpowiedzią komórki na mito
chondrialne RFT, produkow ane w zwiększonej ilości przez 
łańcuch oddechowy, osłabiony brakiem kompleksu I.

Reaktywne formy tlenu mogą również działać jako bez
pośrednie cząsteczki sygnałowe indukujące PCD lub w y
woływać uszkodzenia komórki będące sygnałem do jej ini
cjacji. Oprócz tego, RFT mogą również uczestniczyć w tzw. 
fazie egzekucji PCD, związanej z obniżeniem przepuszczal
ności i spadkiem potencjału wewnętrznej błony mitochon
drialnej [44,68], Istotnym etapem procesu programowanej 
śmierci komórki jest uwolnienie białek apoptogennych (cy- 
tochromu c, czynnika indukcji apoptozy — AIF, kompleksu 
białek Smac/Diablo) z przestrzeni między błonowej mito
chondriów do cytosolu, wywołane zmianami uprzepusz- 
czelnienia błon mitochondrialnych. Uwolniony cytochrom 
c wchodzi w  reakcję z cytosolowym białkiem Apaf-1, akty
wując kaskadę proteaz, zwanych kaspazami, które trawiąc 
substraty białkowe w błonach mitochondriów, przyczyniają 
się do zwiększenia ich przepuszczalności. Proponowane są 
dw a modele wyjaśniające mechanizm uwolnienia cytochro- 
m u c i innych białek z przestrzeni międzybłonowej mito
chondriów w momencie dotarcia do mitochondriów sygna
łów „śmierci" (np. zwiększony poziom RFT towarzyszący 
stresowi oksydacyjnemu) [44,68]. W edług m odelu pierw 
szego proces ten umożliwiają białka z rodziny Bcl-2 (białka 
proapoptogenne, np. Bax, Bak, Bad), które w zewnętrznej 
błonie mitochondrialnej tworzą por pozwalający na przej
ście białek przestrzeni międzybłonowej do cytosolu. Drugi 
model zakłada rolę tzw. megakanału o dużej przepuszczal
ności (PTP, ang. permeability transition pore), który tworzony 
jest w miejscu złączenia zewnętrznej i wewnętrznej błony 
mitochondrialnej z udziałem m. in. translokazy nukleo
tydów adeninowych i poryny mitochondrialnej. Długo
trwałe otwarcie megakanału, spowodowane np. stresem 
oksydacyjnym, powoduje przerwanie zewnętrznej błony 
mitochondrialnej i uwolnienie zawartości przestrzeni mię
dzybłonowej mitochondriów do cytosolu. Utrata jednego 
z elementów łańcucha transportu elektronów, cytochromu 
c, powoduje poważne zakłócenia w  jego aktywności. Efek
tem jest produkcja dużej ilości RFT, które mogą wzmacniać 
sygnał realizacji PCD, utleniając lipidy wewnętrznej błony 
mitochondrialnej (głównie kardiolipinę) i zwiększając prze
puszczalność tejże błony, jak również mogą pośredniczyć 
w postępujących uszkodzeniach całej komórki spow odow a
nych stresem oksydacyjnym.

W przekazywaniu sygnałów w obrębie komórek i tkanek 
uczestniczą nie tylko cząsteczki RFT produkow ane przez 
mitochondrialny łańcuch oddechowy, ale również te, któ
re pochodzą z innych, wewnątrz- i zewnątrzkomórkowych 
źródeł (błony komórkowej, cytosolu, peroksysomów, chlo
roplastów, czy apoplastu). Powszechnie uw aża się, że anio- 
norodnik ponadtlenkowy i H 20 2 są pierwszymi cząstecz
kami sygnałowymi w kaskadzie sygnałów uruchamianej 
w czasie stresu [44,68-70]. Są także produkow ane jako dru- 
gorzędowe przekaźniki podczas odpowiedzi organizmów 
na działanie hormonów. Akumulacja RFT może prowadzić 
do zwiększonej ekspresji enzymów antyoksydacyjnych i in
nych białek obronnych lub zależnie od intensywności stresu 
oksydacyjnego może przyczyniać się do procesu starzenia 
komórek czy zapoczątkować proces PCD [2,68-70]. „Wolno-

rodnikowa teoria starzenia się" zakłada, że starzenie się or
ganizmów jest wynikiem gromadzenia się w ich komórkach 
uszkodzeń wywołanych przez niespecyficzne reakcje RFT 
[1,2,5,44]. Aktywując wiele czynników transkrypcyjnych, 
RFT przyczyniają się także do modulacji ekspresji genów 
uczestniczących m. in. w  proliferacji, różnicowaniu i morfo- 
genezie komórek i  tkanek (np. aktywacji jądrowego czynni
ka NF-kB u  zwierząt i  roślin) [70]. RFT mogą również brać 
udział w przesyłaniu sygnałów z udziałem kaskady kinaz 
MAPK pod w pływem  działania czynników stresowych bio
tycznych i abiotycznych, indukując ekspresję genów białek 
obronnych (np. S-transferazy glutationowej). Reaktywne 
formy tlenu są kluczowym elementem odpowiedzi rośliny 
na atak patogenu. Uczestniczą w mechanizmie obronnym 
polegającym m. in. na zwiększeniu lignifikacji ścian komór
kowych, tzw. reakcji nadwrażliwości (HR, ang. hypersens
itive response), polegającej na zamieraniu komórek, które 
weszły w kontakt z patogenem, i komórek sąsiednich oraz 
w  nabywaniu odporności systemowej (SAR, ang. systemie 
acquired resistance), czyli aktywowaniu reakcji obronnych w 
niezaatakowanych częściach rośliny [70].

PODSUMOWANIE

Organizmy aerobowe, żyjąc w atmosferze tlenowej, na
rażone są na nieustanną produkcję (głównie w mitochon
driach) RFT, cząsteczek stanowiących produkt uboczny 
metabolizmu tlenowego. Ze względu na „podwójną" rolę 
cząsteczki tlenu wszystkie organizmy musiały wykształ
cić szereg m echanizmów obronnych, stanowiących system 
antyoksydacyjny komórki. System antyoksydacyjny mito
chondriów, składający się z białek enzymatycznych i nieen- 
zymatycznych oraz niskocząsteczkowych antyoksydantów, 
obniża produkcję RFT nieustannie generowanych przez mi
tochondrialny łańcuch oddechowy oraz usuwa wytw orzo
ne RFT, chroniąc mitochondria i inne struktury komórkowe 
przed szkodliwym następstwem  działania RFT. Jednakże 
w warunkach nierównowagi pom iędzy powstawaniem  a 
eliminacją RFT, może dojść do powstania stresu oksyda
cyjnego, w czasie którego nadm ierna ilość cząsteczek RFT 
prowadzi do szerokiego spektrum  uszkodzeń składników 
biologicznych komórki, jej starzenia się i śmierci.

Należy również pamiętać o innych, pozytywnych funk
cjach RFT, szczególnie roli H 20 2. Reaktywne formy tlenu 
są niezbędne w  utrzym aniu homeostazy i komunikacji w e
wnątrzkomórkowej, gdyż pełnią funkcje cząsteczek syg
nałowych. Ze w zględu na swą mobilność i łatwość reago
wania, RFT mogą indukować szereg fizjologicznych reak
cji komórkowych, spośród których część stanowi strategię 
obronną organizm u w odpowiedzi na czynniki stresowe.
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Role of mitochondria in reactive oxygen species generation and 
removal; relevance to signaling and programmed cell death
Małgorzata Czarna, Wiesława Jarmuszkiewicz
Laboratory of Bioenergetics, Institute of Molecular Biology and Biotechnology, A dam  Mickiewicz University, 10 Fredry St., 61-701 Poznań, 
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ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) are universal products of aerobic metabolism, which can be also produced in stress conditions. In eukaryotic 
cells, mitochondria are the main source of ROS. The main mitochondrial sites of ROS formation are electron carriers of respiratory chain. 
However, there are also other enzymatic sites capable of ROS generation in different mitochondrial compartments.
Reactive oxygen species can cause serious damage to many biological macromolecules, such as proteins, lipids and nucleic acids, which oxida
tion leads to a lost of their biological properties and eventually to a cell death. Mitochondria, which are also exposed to harmful ROS action, 
have a defense system that decreases ROS production (first line of defense) or removes generated ROS (second line of defense). Mitochondrial 
antioxidant system involves proteins that decrease ROS formation, enzymes that directly react with ROS, and non-enzymatic antioxidants that 
also remove ROS and other oxygen derivatives.
Mitochondrial ROS can also act as signal messengers and modify operation of many routes in different cell compartments. Mitochondrial 

ROS are also important in execution of programmed cell death.
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M echanizmy i regulacja programowanej śmierci komórek

STRESZCZENIE

Programowana śmierć komórki zwykle utożsamiana jest z apoptozą, choć planową sek
wencję zdarzeń obserwuje się również w  autofagii, katastrofie mitotycznej a nawet nie

kiedy w  nekrozie. Proces apoptozy rozpoczyna się od aktywacji inicjatorowych kaspaz (pro- 
teaz cysteinowych) w  kompleksach sygnałowych: apoptosomie (na wewnętrznym szlaku 
apoptozy, tzw. mitochondrialnym) lub degradosomie (na szlaku zewnętrznym, tzw. szlaku 
receptorów śmierci). Kaskada proteolityczna prowadzi, poprzez aktywację kolejnych kaspaz 
oraz DNaz do trawienia składników komórki. Centralną rolę w  apoptozie odgrywają mito
chondria, uwalniając cytochrom c — niezbędny składnik apoptosomu, Smac/Diablo i Orni/ 
HtrA2 — wiążące inhibitory kaspaz (IAPs), a także endonukleazę G i AIF — odpowiedzial
ne za degradację DNA. Czynniki te wydostają się z mitochondrium kanałami utworzonymi 
przy udziale białek Bax i Bak. Proces jest szybki i zupełny, prawdopodobnie dzięki doko
nywanej pod w pływ em  mechanoenzymów przebudowie struktury organellum oraz zacho
dzącej w  błonie wewnętrznej peroksydacji lip idów  i proteolizie. Uwalnianie czynników mi- 
tochondrialnych może być stymulowane przez białko p53, histon H1.2 i poli(ADP-rybozę), 
wysyłane z jądra pod wpływ em  stresu cyto- i genotoksycznego, pod kontrolą kinazy cAbl.

WPROWADZENIE

W iedza o programowanej śmierci komórek, często utożsamianej z apoptozą 
jako najbardziej znanym  jej przejawem, rozwija się bardzo dynamicznie. Tyl
ko w ostatnim roku w literaturze fachowej ukazało się ponad 15000 prac na 
ten temat. W organizmach wielokomórkowych kontrolowana śmierć określo
nych grup komórek zachodzi w  okresie w zrostu i różnicowania (modelowanie 
kształtu); również w dorosłym życiu mechanizm ten pozwala na usuwanie ko
mórek rozpoznaw anych jako niepotrzebne (regulacja składu populacji komórek 
odpornościowych), uszkodzone, przenoszące mutacje lub zakażone. Oporność 
na apoptozę jest często spotykaną cechą komórek nowotworowych. Natomiast 
nadm ierna apoptoza związana jest z chorobami degeneracyjnymi i bezpłodnoś
cią, prowadzić może do rozwoju chorób autoimmunologicznych. Zrozumiałe 
więc jest, że poznanie mechanizmów kierujących przebiegiem śmierci komórki i 
w rezultacie znalezienie przełączników „życie-śmierć" ma ogromne znaczenie.

Istnieje wiele alternatywnych i krzyżujących się szlaków programowanej 
śmierci komórki. Może to być proces stopniowy i regularny jak apoptoza, lub 
gwałtowny i nieuporządkow any jak nekroza. Ostatnie odkrycia dowodzą, że 
nekroza też może być uw arunkow ana aktywnością specyficznych białek.

W łańcuchu zdarzeń doprowadzających do śmierci komórki nadal bezsporna 
pozostaje centralna rola mitochondriów, jako magazynów czynników aktyw u
jących enzymy wykonawcze: kaspazy i DNazy. Mechanizmy uwalniania tych 
czynników z m itochondrium  pozostają niewyjaśnione. Jednak wyniki badań in 
vitro i genetycznych wskazują, że proapoptotyczne białka z rodziny Bcl-2 są nie
zbędne do utworzenia kanałów umożliwiających wypływ  białek z przestrzeni 
międzybłonowej tych organelli. N iedawno stwierdzono, że na uwalnianie ak
tyw atorów  apoptozy z mitochondriów bezpośrednio lub pośrednio wpływają, 
wysyłane z jądra komórkowego białko p53, histon H I.2 i poli(ADP-ryboza). Co
raz wyraźniej zarysowuje się współdziałanie cytoplazmy, jądra i mitochondriów 
w realizacji i regulacji procesów śmierci komórki.

Obecna praca jest próbą przedstawienia najnowszych poglądów na temat 
mechanizmów i regulacji śmierci komórek, zwłaszcza komórek ssaków. Wobec 
ogrom u materiału, zdecydowano się skupić na w ybranych faktach i zjawiskach 
odkrytych w ostatnich latach.

Iwona Grądzka

Instytut Chemii i Techniki Jądrowej, Zakład 
Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, W arszawa

'Instytut Chemii i Techniki Jądrowej, Zakład 
Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, ul. Dorodna 
16, 03-950 W arszawa; e-mail: iwonag@ichtj. 
waw.pl, tel./faks: (022) 811 07 36

Artykuł otrzym ano 2 w rześnia 2005 r.
A rtykuł zaakceptow ano 4 października 2005 r.

Słowa kluczowe: program y śmierci komórki, 
szlaki apoptozy: zew nętrzny (receptorów śmier
ci) i w ewnętrzny (mitochondrialny), uwalnianie 
m itochondrialnych czynników apoptozy, kina- 
za cAbl, p53, histon H  1.2, poli(ADP-ryboza)

Wykaz skrótów: AIF (ang. apoptosis inducing factor)
— mitochondrialny czynnik indukcji apoptozy; Apaf- 
1 (ang. apoptotic protease-activating factor 1) — skład
nik apoptosom u, niezbędny do aktywacji kaspazy 
9; ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) — kinaza 
białkowa aktyw ow ana po uszkodzeniu DNA; CARD 
(ang. caspase recruitment domain) — dom ena adaptoro- 
wa Apaf-1 i kaspazy 9; Chk2 (ang. checkpoint kinase 2)
— kinaza punk tu  kontrolnego fazy G l; DD (ang. death 
domain) i DED (ang. death effector domain) — domeny 
adaptorow e białek tworzących degradosom; DFF40/ 
CAD (ang. DNA fragmentation factor 40/caspase-acti- 
vated DNase) — DNaza aktywowana przez kaspazy; 
DFF45/ICAD (ang. DNA fragmentation factor 45/inhibi
tor of caspase-activated Dnase); DISC (ang. death-inducing 
signaling complex) — kompleks sygnałowy, w  którym  
aktyw ow ana jest kaspaza 8 (degradosom); FADD 
(ang. FAS-associated death domain containing protein)
— białko adaptorow e łączące się z receptorem FAS; 
FLIP (ang. FLICE inhibitory protein, gdzie FLICE jest 
synonim em  kaspazy 8, ang. FADD like interleukin 1 p 
converting enzyme) — swoisty inhibitor kaspazy 8, in
dukow any przez czynnik transkrypcyjny NFkB; IAPs 
(ang. inhibitors o f apoptotic proteins) — cytoplazmatycz- 
ne inhibitory kaspaz; NFkB (ang. nuclear factor kB)
— czynnik transkrypcyjny aktywowany m.in. przez 
TNF; O m i/H trA 2 (ang. high temperature requirement A2 
serine protease ) — m itochondrialny czynnik wiążący 
i dezaktywujący inhibitory kaspaz (IAPs); PAR (ang. 
poly(ADP-ribose) — poli(ADP-ryboza); PARP (ang. 
poly(ADP-ribose)polymerase) — polimeraza PAR; Rb 
(ang. retinoblastoma) — białko cyklu komórkowego; 
ROS (ang. reactive oxygen species) — reaktywne formy 
tlenu (RFT); SmacC/Diablo (ang. second mitochondria- 
derived activator o f caspases/direct IAP binding protein with 
low pi) — mitochondrialny czynnik wiążący inhibitory 
kaspaz (IAPs); TNF (ang. tumour necrosis factor) — cy- 
tokina, czynnik m artwicy nowotworu; TOR (ang. target 
of rapamycin) — kinaza zapobiegająca tworzeniu się 
autofagosomów; TRADD (ang. TNF receptor-associated 
death domain containing protein) — białko adaptorowe 
łączące się z receptorem TNF; TRAIL (ang. TNF-related 
apoptosis-inducing Ugand) — cytokina, czynnik indukcji 
apoptozy; TGFp (ang. tumor growth factor P) — czynnik 
wzrostu now otw oru

Podziękowanie: A utorka pragnie podzięko
wać pani Profesor Irenie Szumiel za dyskusje i 
cenne uw agi w  czasie pisania tej pracy
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RODZAJE ŚMIERCI KOMÓRKI

Śmierć może przyjmować rozmaite formy, zależnie od 
rodzaju i dawki czynnika wyzwalającego, środowiska ze
wnętrznego i wewnętrznego a także typu komórki. Rycina 1 
wskazuje cechy charakterystyczne czterech najczęściej spo
tykanych typów śmierci komórki [1].

Apoptoza jest procesem najczęściej spotykanym i najle
piej poznanym. Pod w pływ em  wielu bodźców, zarówno 
zewnętrznych (np. usunięcie czynników w zrostu i składni
ków pokarmowych, niedotlenienie, działanie cytokin z gru
py tzw. ligandów śmierci) jak i wewnętrznych (np. uszko
dzenie DNA, stres oksydacyjny, mutacje) dochodzi do u ru 
chomienia program u degradacji: cytoplazma obkurcza się, 
wewnętrzne błony m itochondriów ulegają depolaryzacji, 
chromatyna w jądrze kondensuje. W późniejszym stadium 
komórka rozpada się na ciałka apoptotyczne zawierające 
fragmenty jądra i organelle. Do końca tego procesu błony 
(zewnętrzna i organelli) zachowują integralność. Dzięki 
markerom fagocytozy przemieszczającym się na powierzch
nię błony cytoplazmatycznej, głównie fosfatydyloserynie 
(PS), komórka apoptotyczna przekazuje makrofagom infor
mację „zjedz mnie". Połączenie PS ze swoistymi receptora
mi na powierzchni komórki fagocytującej indukuje zmiany 
w jej cytoszkielecie i opłaszczenie komórki apoptotycznej. 
Jednocześnie fagocyt wydziela czynnik wzrostowy TGFp i 
interleukinę IL-10 — zapobiegające powstawaniu reakcji im
munologicznej skierowanej przeciw antygenom własnego 
organizmu [2], Proces apoptozy zachodzi według precyzyj
nego i rozbudowanego program u, o wielu alternatywnych 
i krzyżujących się ze sobą szlakach, na których dochodzi do 
aktywacji specyficznych proteaz i nukleaz, głównie dzięki 
czynnikom uwalnianym  z mitochondriów.

Autofagia jest zjawiskiem fizjologicznym obserwowanym 
w procesach różnicowania komórek lub przy niedostatecz
nej podaży składników odżywczych i czynników wzrostu. 
Umożliwia obrót białek i organelli w  komórce a tym samym 
przemodelowywanie struktury i pozyskanie substratów ży
ciowych. Na terenie cytoplazmy powstają, praw dopodob
nie z siateczki śródplazmatycznej, pęcherzyki autofagalne 
(autofagosomy), czasem zawierające uszkodzone organelle. 
Łączą się one z lizosomami. Zawartość pęcherzyków tra
w iona jest przez enzymy lizosomowe, bez udziału kaspaz. 
Chromatyna w jądrze ulega tylko częściowej kondensacji, 
na powierzchni komórki pojawia się fosfatydyloseryna. 
Nadm ierna autofagia, zwłaszcza, gdy ulegają jej mitochon
dria, prow adzi do śmierci. Stwierdzono, że obrót składni
ków komórki znajduje się pod kontrolą m.in. kinazy TOR, 
która zapobiega tworzeniu się autofagosomów. Inhibitor 
TOR — rapamycyna, a także długotrwałe pozbawienie ko
mórki składników odżywczych lub czynników wzrostu, 
mogą wyzwolić śmierć autofagalną [3],

Na katastrofę mitotyczną narażone są komórki szybko 
dzielące się, z defektem punktu  kontrolnego G 2 /M  (np. 
gdy nieaktywne jest białko p53) lub tzw. punktu  kontrol
nego wrzeciona mitotycznego, gdzie ważną rolę odgrywa 
surwiwina (białko należące do rodziny inhibitorów kaspaz, 
jednak niezdolne do pełnienia tej funkcji samodzielnie in 
vivo) [4,5,6]. Po uszkodzeniu DNA dochodzi w  takich wa-

APOPTOZA

Rycina 1. Cechy morfologiczne najczęściej spotykanych typów  śmierci komórek. 
ER — siateczka śródplazm atyczną, J — jądro kom órkowe, L — lizosom, M — mi- 
tochondrium , PS — fosfatydyloseryna, TGFp - czynnik w zrostu  now otw oru, IL- 
10 — interleukina 10.

runkach do mitozy przed ukończeniem naprawy, wskutek 
czego podział jądra jest nieprawidłowy a mitozie nie tow a
rzyszy cytokineza. Powstają poliploidalne komórki olbrzy
mie o wielu mikrojądrach, które następnie zwykle wchodzą 
w  apoptozę.

Nekroza określana bywa jako „śmierć w  w ypadku", po
nieważ najczęściej następuje pod w pływem  gwałtownego 
i silnego urazu (np. niedokrwienie, infekcja, szok tlenowy 
lub temperaturowy). Bodźce te powodują załamanie fizjo
logicznych funkcji komórki niezbędnych do zachowania 
homeostazy, takich jak transport jonów, produkcja energii 
czy utrzym anie równowagi pH. Objawia się to pęcznieniem 
i nieuporządkow anym  rozpadem  komórki wraz z jej orga
nellami, wakuolizacją, losowym cięciem DNA. Produkty 
rozpadu uwalniają się na zewnątrz wywołując reakcję za
palną. W ydawało by się, że tak gwałtowny i n ieuporządko
wany proces nie jest kontrolowany. Tym niemniej pojawia
niu się objawów nekrozy sprzyja np. obecność białka z ro
dziny Bcl-2, Bip3, które obniża potencjał transbłonowy m i
tochondriów [7], aktywna kinaza RIP na szlaku FAS/FADD 
[1] oraz jony Ca2+, ceramid i pobudzenie szlaku JN K /p38 
[8]. Okazuje się więc, że w prow adzony na początku badań 
podział na śmierć program ow aną i nekrozę nie zawsze jest 
ostro zarysowany.

ENZYMY WYKONAWCZE I ICH SUBSTRATY

Enzymami, które przeprowadzają degradację składni
ków komórki są proteazy i nukleazy (Ryc. 2). Najważniejszą 
grupą proteaz biorących udział w apoptozie są kaspazy — 
mające cystynę w centrum  aktywnym  i rozszczepiające w ią
zania peptydow e w pozycji Asp-Xxx [9], Białka te znajdują 
się w cytoplazmie w postaci nieaktywnej, jako zymogeny i 
ulegają aktywacji po odłączeniu fragmentu cząsteczki. Po 
tym jednak nadal ich aktywność proteolityczna może być 
skutecznie ham owana przez związanie naturalnych białko
wych inhibitorów kaspaz, IAPs [10,11]. Dopiero uwolnione z 
m itochondriów czynniki Sm ac/Diablo [12,13] i O m i/H trA 2  
[14,15], łącząc się z IAPs, odblokowują kaspazy. Działanie
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Rycina 2. Enzymy w ykonawcze procesu 
apoptozy. Aktywacja kaspaz (proteaz cy
sternowych) rozpoczyna się w  kom plek
sach sygnałowych: apoptosom ie — na 
w ew nętrznym  (mitochondrialnym) szla
ku apoptozy lub w  degradosom ie — na 
zew nętrznym  szlaku apoptozy (szlaku 
receptorów śmierci). Kaspazy inicjatoro- 
w e (kaspaza 8 i 9) aktywują kaspazy w y
konawcze (kaspaza 3), te z kolei aktywują 
DNazę DFF40/CAD oraz traw ią białka 
komórkowe. A ktywne kaspazy są bloko
w ane p rzez ich inhibitory cytoplazm atycz- 
ne — IAPs; blokada ta m oże być zniesiona 
przez białka proapoptotyczne uwalniane 
z m itochondrium  — Sm ac/D iablo i O rn i/ 
HtrA2, które w iążą IAPs. AIF i Endo G
— rów nież uw alniane z m itochondrium
— przemieszczają się do  jądra, gdzie, nie
zależnie od  kaspaz indukują kondensację 
chrom atyny i cięcie DNA.

O m i/H trA 2  może być dodatkowo wzmocnione, ponieważ 
białko to wykazuje aktywność proteazy serynowej. Same 
kaspazy również mogą znosić ham owanie przez IAPs: np. 
kaspaza 3 odcina z kaspazy 9 domenę odpowiedzialną za 
reakcję z XIAP; fragment ten wiąże się z inhibitorem a skró
cona kaspaza 9 zachowuje aktywość [16].

Wyróżnia się kaspazy inicjatorowe i efektorowe [17]. Do 
tych pierwszych należą kaspazy 9 i 2, aktywowane przez 
autoproteolizę w apoptosomie na tzw. wew nętrznym  (mi
tochondrialnym) szlaku apoptozy, oraz kaspazy 8 i 10 — 
aktywowane w degradosomie na tzw. zew nętrznym  szlaku 
apoptozy (szlaku receptorów śmierci) [18]. Kaspazy inicja
torowe częściowo hydrolizują i w  ten sposób aktywują efek
torowe kaspazy 3, 6 i 7.

Substraty kaspaz m ożna podzielić na kilka grup [17]:

Białka zaangażowane w  apoptozę, m.in. kaspazy efek
torowe 3, 6 i 7, proapoptotyczne białko Bid z rodziny bcl-2, 
czynnik fragmentacji DNA, podjednostka p75 oddechowe
go kompleksu I w mitochondriach, proapoptotyczna kinaza 
białkowa MEKKI (aktywowana przez kaspazę) i antyapo- 
ptotyczna kinaza RIP (dezaktywowana przez kaspazę). Ich 
hydroliza wzmacnia sygnał śmierci i aktywuje dalsze etapy 
degradacji.

Białka strukturalne, jak laminy jądrowe, białka sieci 
włókienek cytoplazmatycznych i połączeń międzykom ór
kowych. Ich rozpad daje charakterystyczne objawy morfo
logiczne: odczepianie się komórek od podłoża, obkurczenie, 
uw ypuklenia błony cytoplazmatycznej i jądrowej a następ
nie fragmentację na ciałka apoptotyczne.

Białka naprawy DNA, m.in. kinazy białkowe DNA-PK 
i ATM, Rad51, polimeraza poli(ADP-rybozy) — PARP. Za
hamowanie napraw y DNA pozwala komórce zaoszczędzić 
ATP wykorzystywane w przebiegu apoptozy.

Białka cyklu komórkowego, m.in. cdc27, W eel, inhi
bitory kinaz cyklinozależnych p21CIPI i p27KIPI, białko 
Rb. Efektem jest odblokow anie cyklu podziałow ego, co 
w iąże się z uruchom ieniem  proapoptotycznej sygnaliza
cji z jądra.

Fragmentacja DNA zachodzić może zarówno pod w pły
w em  enzymów aktywowanych przez kaspazy jak i nieza
leżnych od kaspaz. Obecna w jądrze DNaza DFF40/ CAD 
jest w  żywej komórce związana z podjednostką inhibitoro
wą DFF45/ICAD. Odłączenie inhibitora przeprowadzane 
przez kaspazy 3 i 7 a następnie połączenie DFF40/CAD z 
chromatyną aktywuje enzym [19]. DNA jest początkowo 
cięte na odcinki 50-300 kpz (kilopar zasad) a następnie 
na mniejsze odcinki oligonukleosomowe (n x 200 pz, tzw. 
drabinka nukleosomowa w elektroforezie). Uwalniające 
się z m itochondrium  AIF [20] i endonukleaza G (Endo G) 
[21] nie wymagają aktywacji przez kaspazy. Mechanizmu 
działania AIF dotąd nie wyjaśniono. Wiadomo, że po prze
mieszczeniu do jądra białko to, obdarzone silnie ujemnym 
ładunkiem  elektrostatycznym, wiąże się z DNA. Być może 
w ten sposób ułatwia ono dostęp do DNA nukleazom i pro- 
teazom. W efekcie następuje kondensacja chromatyny i cię
cie DNA na fragmenty o dużej masie cząsteczkowej (tzw. 
rzadkie cięcia, 300-700 kpz) [22]. Niewykluczone, iż AIF 
samo posiada ukrytą aktywność nukleazową lu b /i  współ
działa z endonukleazą G (jak to się dzieje u robaka Caeno-
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rhabditis elegans) [23]. Endo G występuje w mitochondriach 
w dużych ilościach i początkowo sądzono, że uczestniczy 
w  replikacji mitochondrialnego DNA (mtDNA) [24], Jednak 
niedawno ustalono, że enzym zlokalizowany jest wyłącznie 
w przestrzeni międzybłonowej (replikacja mtDNA zacho
dzi w macierzy) i posiada niską swoistość substratową [25]. 
Jednocześnie potwierdzono przemieszczanie się Endo G 
pod w pływ em  bodźców apoptogennych z mitochondrium 
do jądra, gdzie wywołuje ona internukleosomowe cięcie 
DNA [21]. W porównaniu z DFF40/CAD, Endo G w ykazu
je 100-krotnie niższą aktywność i przypuszcza się, że in vivo 
współdziała z egzonukleazami i DNazą I [26].

ZEWNĘTRZNY SZLAK APOPTOZY 
-  SZLAK RECEPTORÓW ŚMIERCI

Zewnętrzny szlak apoptozy (Ryc. 3) [17,27], wyzwalany 
przez swoiste cytokiny, jest szczególnie aktywny w kom ór
kach układu odpornościowego, gdzie może samodzielnie 
doprowadzić do śmierci. W innych typach komórek jego 
sygnały wymagają wzmocnienia przez czynniki uwalniane 
z mitochondrium. Receptory śmierci tworzą trimery w po
przek błony komórkowej. Sygnał rozpoczyna się po związa
niu odpowiedniego ligandu (cytokiny): FASL z FA S/CD 95/ 
A pol, TRA IL/A P02 z DR4/5, TNF z TNFR1.

Po przyłączeniu ligandu następuje zmiana konforma- 
cyjna receptora i odsłonięcie tzw. dom en śmierci, DD, od 
strony cytoplazmatycznej błony, co umożliwia przyłącze
nie białek posiadających podobne domeny. Do receptorów 
FAS i DR4/5 przyłącza się, domeną DD, adaptorowe białko 
FADD/MORT1 i ono z kolei wiąże prokaspazę 8, przez po
łączenie dom en DED. W ten sposób powstaje kompleks syg
nałowy DISC, inaczej zwany degradosomem. W komplek
sie tym, dzięki tzw. indukowanem u zbliżeniu, cząsteczki 
prokaspazy 8 ulegają autoproteolizie i powstaje aktywna 
kaspaza 8. Jej ilość w  komórkach typu I (np. tymocytach) 
wystarcza do aktywacji kaspaz efektorowych. W komór

kach typu II (np. hepatocytach) niezbędne jest wzmocnienie 
sygnału: kaspaza 8 odłącza fragment białka Bid należącego 
do rodziny bcl-2; ulega ono następnie mirystylacji. W ten 
sposób zaktywowane, tBid przemieszcza się do mitochon
driów wpływając na uwolnienie szeregu białek fazy wyko
nawczej apoptozy.

Paradoksalnie, szlak prowadzący od receptora TNF nie 
wywołuje śmierci spontanicznie — jak w przypadku akty
wacji receptorów FAS i D R4/5 [28]. Po aktywacji TNFR1 
przez TNF, do receptora preferencyjnie dołącza się adapto
rowe białko TRADD, które umożliwia przyłączenie czyn
nika T R A F I/2 i kinazy serynowo-treoninowej RIP wraz 
z inhibitorem kaspaz — cIAP 1/2. Ten związany z błoną 
kompleks (kompleks I) wysyła sygnał przeżycia: przyłą
cza kinazę IKK , która fosforyluje IkB — inhibitor czynnika 
transkrypcyjnego NFkB i w  ten sposób kieruje go na drogę 
proteolizy poprzez ubikwitylację. NFkB stymuluje ekspre
sję wielu białek przeżycia, m.in. IAPs oraz specyficznego 
inhibitora kaspazy 8 — FLIP. W drugiej kolejności tworzy 
się w  cytoplazmie kompleks złożony z TRADD, RIP i FADD 
(kompleks II). W kompleksie tym, podobnie jak w degra- 
dosomie, aktywowana jest kaspaza 8. Jednak apoptoza na 
tej drodze rozpocząć się może tylko przy niedostatecznej 
stymulacji NFkB, a więc niepełnym zaham ow aniu kaspazy 
8 przez FLIP. Jest to swojego rodzaju punkt kontrolny: nie
dostatek czynnika przeżycia, spow odow any np. mutacją w 
IkB [29] kieruje komórkę na drogę śmierci. Inicjująca apo- 
ptozę kaspaza 8 aktywuje kaspazy wykonawcze 3, 6 i 7 a 
te z kolei aktywują nukleazy i rozwija się planow y proces 
degradacji składników komórki.

WEWNĘTRZNY SZLAK APOPTOZY: 
WSPÓŁDZIAŁANIE SYGNAŁÓW Z CYTOPLAZMY, 
JĄDRA I MITOCHONDRIUM

W ewnętrzny szlak apoptozy indukow any jest zwykle 
przez stres metaboliczny lub genotoksyczny. Rozpoczy-

Rycina 3. Z ew nętrzny szlak apoptozy (szlak recepto
rów  śmierci). Błonowe receptory (DR4/5, FA S/C D 95/ 
A PO l), po zw iązaniu specyficznych ligandów  odsła
niają dom eny śmierci (DD), dzięki k tórym  przyłączają 
białka o podobnych dom enach, tw orząc degradosom y 
— kom pleksy sygnałow e, w  których aktyw ow ane są 
kaspazy inicjatorowe (kaspaza 8). Te z kolei, jeśli ich 
ilość jest wystarczająca, zapoczątkow ują kaskadę pro 
teolityczną aktywując kaspazy w ykonaw cze (kaspa
za 3). M ożliwe jest w zm ocnienie sygnału  generow a
nego przez szlak receptorów  śmierci: rozszczepienie 
białka Bid p rzez kaspazę 8 p row adzi do u ruchom ienia 
w ew nętrznego (mitochondrialnego) szlaku apoptozy 
i aktywacji następnych kaspaz inicjatorowych (kaspa
za 9). Paradoksalnie, zw iązanie receptora TNFR1 z 
jego ligandem , TNF, p row adzi w  pierwszej kolejności 
do utw orzenia  tzw. kom pleksu  przeżycia (kompleks 
I) i aktywacji N FkB. Ten czynnik transkrypcyjny sty
m uluje ekspresję m. in. inhibitorów  kaspaz, IAPs oraz 
swoistego inhibitora kaspazy  8 — FLIP, w  rezultacie 
zaham ow any zostaje proces apoptozy. Dopiero w 
drugiej kolejności tw orzy się na tej d rodze sygnałowej 
kom pleks II, w którym  m oże być aktyw ow ana kaspa
za 8. Niedostateczna aktywacja N FkB m oże skierować 
kom órkę n a  drogę apoptozy.
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na się z chwilą uwolnienia z przestrzeni międzybłonowej 
m itochondrium  do cytoplazmy szeregu czynników biał
kowych (Ryc. 4) [17,27]. Bodźce indukujące w yrzut apop- 
totycznych białek z mitochondrium, jak reaktywne formy 
tlenu, długotrwały wzrost stężenia wapnia w  cytoplazmie, 
zachwianie równowagi energetycznej, zmiany w kom órko
wym potencjale oksydoredukcyjnym, powodują otwarcie 
megakanałów mitochondrialnych na styku błon zew nętrz
nej i wewnętrznej [30], Jest to w arunek do utworzenia się w 
następnej kolejności odpowiednio szerokich kanałów przy 
udziale Bak i Bax — proapoptotycznych białek z rodziny 
bcl-2. Przez te kanały w zewnętrznej błonie organellum w y
dostają się białkowe czynniki warunkujące fazę w ykonaw 
czą apoptozy.

Cytochrom c wiąże domeny WD 40 w adaptorow ym  biał
ku Apaf-1, ułatwiając mu związanie prokaspazy 9. Łączenie 
Apaf-1 i prokaspazy 9 zachodzi dzięki dom enom  CARD 
obecnym w obu białkach. Ukształtowanie dom eny CARD 
jest bardzo podobne jak dom en DD i DED [31], co świadczy 
o ewolucyjnym konserwatyzmie zewnętrznego i w ew nętrz
nego układu  kaskad proapoptotycznych. Do Apaf-1 przy
łącza się A TP/ dATP, co praw dopodobnie indukuje zmianę 
konformacyjną ułatwiającą kształtowanie się heptameru. W 
tym kompleksie, zwanym  apoptosom em  [32], prokaspaza 9 
znajduje się w centrum. Podobnie jak aktywacja kaspazy 8 
w  degradosomie, również aktywacja kaspazy 9 w  apopto- 
somie zachodzi dzięki tzw. indukow anem u zbliżeniu. Jak 
przedstaw iono poprzednio (Ryc. 2), kaspaza 9 aktywuje 
kaspazy efektorowe 3, 6 i 7 zaś białka Sm ac/Diablo i O M I/ 
Htr2 w iążą się z IAPs dzięki czemu odblokowują kaspazy. 
AIF i Endo G przemieszczają się do jądra, gdzie zapoczątko
wują degradację DNA niezależną od kaspaz.

Obecnie, na kilku liniach nowotworowych człowieka i fi- 
broblastach myszy intensywnie badane są powiązania syg

Rycina 4. W ew nętrzny (mitochondrialny) szlak apo
ptozy: w spółdziałanie m itochondrium  z cytoplazm ą i 
jądrem. Uw alniany z m itochondrium  pod w pływ em  
czynników proapoptotycznych cytochrom  c indukuje 
tworzenie się apoptosom u — kom pleksu, w którym , 
przy w spółudziale Apaf-1 i A TP/dA TP, aktyw ow a
na jest inicjatorowa kaspaza 9. Inne m itochondrialne 
białka uczestniczące w  procesie apoptozy to O rn i/ 
H trA2 i Sm ac/D iablo, które w iążą inhibitory kaspaz 
(IAPs) oraz AIF i endonukleaza G (Endo G) — odpo 
w iedzialne za kondensaqę chrom atyny i cięcie DNA. 
Pod w pływ em  stresu cyto- i genotoksycznego, w  cyto
plazm ie oraz w  jądrze u rucham iane są kaskady kinaz, 
które doprow adzają do w ysłania z jądra m.in. białka 
p53, h istonu H I.2 i poli(ADP)rybozy. Czynniki te in
dukują w ypływ  białek apoptotycznych z m itochon
drium . N adrzędną  rolę w  sygnalizacji cytoplazma-ją- 
dro-m itochondrium  odgryw a kinaza cAbl.

nalizacyjne między cytoplazmą, jądrem i mitochondrium. 
W sygnalizacji tej istotną rolę odgrywa kinaza tyrozynowa 
cAbl (Ryc. 4) [33, 34], występująca zarówno w cytoplazmie 
jak i w  jądrze. W cytoplazmie zatrzym ywana jest przez 
białka 14-3-3, blokujące jej sekwencję lokalizacji jądrowej. 
Stres oksydacyjny, uszkodzenie DNA lub sygnał idący od 
receptorów śmierci przyczyniają się do aktywacji cAbl. W 
cytoplazmie zostaje uruchomiona kaskada: kinaza stresu - 
MKK7 fosforyluje kinazę JNK a ta z kolei fosforyluje białka 
14-3-3, co pozwala na uwolnienie i przemieszczenie do jądra 
cAbl. W ten sam sposób JNK uwalnia białko Bax, dzięki cze
m u może się ono wbudow ać w błonę mitochondrium [35]. 
W jądrze, cAbl wiąże się z białkiem Rb [36], Pęknięcia DNA, 
powstające np. po działaniu promieniowania jonizującego, 
aktywują czujnikową kinazę tyrozynową ATM i ta, fosfory- 
lując, unieczynnia białko Rb, zaś aktywuje cAbl. Białko Rb 
może też ulec degradacji pod wpływem  kaspaz — w ten spo
sób sygnał zapoczątkowany przez cytokinę TNF przyczynia 
się do aktywacji cAbl [34], Dodatkowo, cAbl może być ak
tywowana przez kinazę punktu  kontrolnego fazy Gl-Chk2. 
Aktywna kinaza cAbl jest głównym  enzymem stabilizują
cym p53 — czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny m.in. 
za ekspresję szeregu czynników proapoptotycznych, m. in. 
Noxa i Pum a — białek z rodziny bcl-2 z samą domeną BH3, 
Bax, zależnego od p53 proapoptotycznego białka p53AIPl, 
DR5, FAS [37, 38],

Okazało się ponadto, że białko p53 przemieszcza się z ją
dra do cytoplazmy i tam wykazuje bezpośrednie działanie 
proapoptotyczne, a wynik, w  postaci w ypływ u cytochro- 
m u c z mitochondriów, widoczny jest już po 30 minutach 
od uszkodzenia DNA przez promieniowanie jonizujące lub 
etopozyd [39-41], P53 może bezpośrednio aktywować Bax 
a poza tym rozbija nieaktywne kompleksy Bax i Bak z ich 
antagonistami: Bcl-xl i Bcl-2, działając podobnie jak proapo
ptotyczne białka z samą dom eną BH3 [40]. Pod wpływem
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podwójnoniciowych pęknięć w  DNA, w sposób zależny od 
p53, do cytoplazmy przemieszcza się również histon H I.2 
[42]. Przypuszcza się, że białko to, podobnie jak tBid, może 
w budow yw ać się w lipidową warstwę zewnętrznej błony 
m itochondrium  i stymulować tworzenie porów przez Bak 
i Bax.

W odpow iedzi na uszkodzenie DNA, w jądrze gwał
townie wzrasta aktywność polimerazy poli(ADP-rybozy), 
PARP-1 i nagromadzają się rozgałęzione polimery ADP- 
rybozy, PAR. Wydostają się one do cytoplazmy i swoiście 
indukują uwalnianie AIF z mitochondrium [43] zapoczątko
wując apoptozę niezależną od kaspaz. Stwierdzono, że sze
reg białek, m.in. p53, p21, histony, silnie niekowalencyjnie 
oddziałuje z PAR. Być może ta modyfikacja nadaje białkom 
zdolność zmiany przepuszczalności błon m itochondrium  
dla AIF.

UWALNIANIE Z MITOCHONDRIUM BIAŁEK 
UCZESTNICZĄCYCH W PROCESIE APOPTOZY

M echanizm uwalniania białek proapoptotycznych z mi
tochondrium  ciągle jeszcze pozostaje nieznany. Przemiesz
czenie tych białek z przestrzeni międzybłonowej do cyto
plazm y poprzedzone jest otwarciem megakanałów (porów 
przem iany przepuszczalności) umiejscowionych na styku 
błon zewnętrznej i wewnętrznej. Hipotetyczną budowę 
m egakanałów  i warunki sprzyjające ich otwieraniu opi
sano wcześniej w Postępach Biochemii [30]. Maksymalne 
otwarcie megakanałów pozwala jedynie na przechodzenie 
cząsteczek o masie do 1,5 kDa. Jak wobec tego w ydobyw a
ją się z m itochondrium  białka? Przedłużające się otwarcie 
megakanałów doprow adza do pęcznienia i rozrywania 
błony zewnętrznej — uwalnia się wtedy zawartość organel- 
lum. Zjawisko to obserwowano jednak dopiero w końco
w ych etapach apoptozy i w nekrozie [44, 45], podczas gdy

Rycina 5. H ipotetyczny obraz zm ian w  m itochondrium  um ożliw iających uw al
nianie cytochrom u c i AIF z przestrzeni m iędzybłonowej do cytoplazm y. W  bło
n ie zew nętrznej tw orzą się odpow iednio szerokie kanały, u tw orzone przy udzia 
le białek Bax i Bak. Peroksydacja fosfolipidów błonowych (gł. kardiolipiny), a 
także proteolityczne działanie kalpainy, aktywowanej przez napływ  jonów  Ca2+, 
p ro w ad zą  do odszczepiania białek z błony wewnętrznej. W ypływ białek może 
być znacznie u ła tw iony dzięki przebudow ie s truktury  organellum , uw arunko 
w anej aktyw nością mechanoenzym ów: O p a l i D rp l.

przemieszczenie białek mitochondrialnych do cytoplazmy 
jest jednym z pierwszych objawów apoptozy. W dodat
ku, opróżnianie m agazynów mitochondrialnych zachodzi 
szybko i wydajnie — jak proces aktywny a nie dyfuzja [46], 
Dotychczas zgrom adzony materiał doświadczalny pokazu
je, że dw a białka z rodziny Bcl-2: Bax i Bak są niezbędne do 
utworzenia odpowiednio szerokich kanałów w zewnętrznej 
błonie m itochondriom (Ryc. 5).

Jednoczesne usunięcie lub zablokowanie funkcji Bak i 
Bax uodpornia komórki na wszystkie testowane bodźce w e
wnętrznego szlaku apoptozy [47], Pod w pływ em  sygnałów 
śmierci białka te tworzą w błonie homo-oligomery, co jest 
warunkiem  utworzenia kanałów. Nie jest jasne, czy B ax /Bak 
tworzą kanały samodzielnie, we współdziałaniu ze składni
kami megakanałów, czy może przez rozerwanie ciągłości 
błony lipidowej [48]. Proapoptotyczne białko t-Bid, działając 
„z doskoku" (ang. „kiss and run"), wpływ a na uwypuklenie 
dom en N-końcowych odpowiedzialnych za oligomeryzację 
B ax /Bak [49]. Natomiast antyapoptotyczne białka Bcl-2 i 
Bcl-xL wiążą sekwencje N-końcowe B ax /Bcl-2 zapobiegając 
oligomeryzacji [50]. Wysyłane z jądra po uszkodzeniu DNA 
białko p53 i histon H I.2 wywołują wzrost przepuszczalno
ści mitochondriów w bliżej nieznany sposób. W cząsteczce 
histonu H I.2 rozpoznano sekwencję zbliżoną do sekwencji 
peptydów  tworzących pory w  błonach lipidowych — m o
gło by to sprzyjać oligomeryzacji Bak [42], Badania wypły
w u białek z m itochondrium prow adzono jak dotychczas na 
komórkach now otworowych człowieka, głównie komór
kach HeLa, na fibrobłastach myszy i szczura, a także na 
izolowanych mitochondriach z wątroby szczura. Najwięcej 
informacji uzyskano dla cytochromu c i AIF. Ciekawe, że 
w apoptozie indukowanej przez aktywację B ax /Bak, do 
cytoplazmy w pierwszej kolejności przemieszczał się cyto- 
chrom c, Sm ac/Diablo i O m i/H trA 2. W ypływ AIF i Endo G 
był procesem w tórnym  i wymagał aktywności kaspaz [51], 
wbrew ugruntowanej opinii, że apoptoza wywołana przez 
te czynniki jest od kaspaz niezależna. Natomiast w przy
padkach, gdy apoptoza indukow ana była przez staurospo- 
rynę, etopozyd lub PAR, a więc gdy sygnał związany był z 
uszkodzeniem DNA, obserwowano najpierw w ypływ AIF 
a dopiero potem, zależny od AIF, w ypływ cytochromu c i 
aktywację kaspaz [20,52,53], W ychodzenie AIF z mitochon
drium  uw arunkow ane było aktywnością PARP-1 i prze
mieszczaniem się do cytoplazmy PAR [43]. Jak w spom ina
no w poprzednim  rozdziale, mechanizm uwalniania AIF 
za pośrednictwem PAR jest nieznany, być może wiąże się z 
poli(ADP-rybozylacją) określonych białek, np. p53, p21 czy 
histonów. Na podstawie przedstawionych danych powstało 
przypuszczenie, że w zależności od czynnika indukującego 
apoptozę w błonie mitochondrialnej tworzą się różne typy 
kanałów. Na obecnym etapie badań taką hipotezę trudno 
jest jednak zweryfikować [54].

W procesie uwalniania białek z przestrzeni międzybło
nowej równie ważne jak tworzenie się kanałów w błonie 
zewnętrznej okazało się przem odelowanie struktury w e
wnętrznej mitochondrium. W żywej komórce, we wpu- 
kleniach błony wewnętrznej znajduje się większość białek 
przestrzeni międzybłonowej mitochondrium  (np. ponad 
80% całej puli cytochromu c). W puklenia te tworzą sieć 
wąskich, rozgałęzionych kanalików zwanych grzebieniami
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mitochondrialnymi. W początkowych stadiach apoptozy 
kanaliki zlewają się ze sobą tworząc pęcherzyki łączące się 
z przestrzenią przy błonie, zaś całe organellum wykazuje 
tendencję do podziału. Doświadczenia przeprowadzone 
na komórkach HeLa pokazały, że za te zmiany struktury 
odpowiedzialne są GTPazy — mechanoenzymy z rodziny 
dynamin. Białko O pal, zakotwiczone w wewnętrznej bło
nie mitochondrium i w  żywej komórce uczestniczące w 
łączeniu mitochondriów, zapobiegało apoptozie [55,56], Z 
drugiej strony, D rpl, które zlokalizowane jest w  cytopla- 
zmie i indukuje podział mitochondrium, w  czasie apoptozy 
gromadziło się w zewnętrznej błonie i w  kanalikach mito
chondrialnych wpływając na ich zlewanie i podział całego 
organellum [56,57], Przemieszczanie się D rpl do mitochon
drium  po zadziałaniu czynników apoptogennych obserwo
wano nie tylko w komórkach człowieka i gryzoni ale także 
u robaka Caenorhabditis elegans [55,57].

Z badań na izolowanych mitochondriach wątroby szczu
ra wiadomo, że cytochrom c jest w  wewnętrznej błonie mi
tochondrium związany z fosfolipidami, głównie kardioli- 
piną. Proponowany mechanizm uwalniania cytochromu c
[58] zakłada, że otwarcie megakanałów na styku błon mi
tochondrium powoduje przerwanie łańcucha oddechowe
go i nagromadzanie się reaktywnych form tlenu, co sprzyja 
peroksydacji kardiolipiny, zaś podwyższone stężenie ATP 
wpływa na zmianę konformacji cytochromu c. W rezultacie 
zerwane zostają silne (hydrofobowe) wiązania cytochro
mu c z kardiolipiną. Jednocześnie napływ jonów i zmiana 
pH w przestrzeni międzybłonowej znosi słabe (elektrosta
tyczne) oddziaływania i cytochrom c może wydostać się na 
zewnątrz.

AIF również związane jest z wewnętrzną błoną mito
chondrium. Zakłada się, że pod wpływem  wzrostu stężenia 
jonów Ca2+, co może nastąpić jeszcze przed maksymalnym 
otwarciem megakanałów, w przestrzeni międzybłonowej 
aktywowana jest proteaza cysteinowa zależna od jonów 
wapnia — kalpaina. Enzym ten rozcina prekursorowy AIF 
uwalniając aktywny fragment do światła kanalika [59], Po
dobnie może działać obecna w m itochondrium  kaspaza 3, 
aktywowana przez obniżenie pH  [60]. Zależność uw alnia
nia AIF od aktywności proteaz może tłumaczyć opóźniony 
w niektórych przypadkach, w  porów naniu do cytochromu 
c, wypływ  tego białka. Kaspazy aktywowane przy udziale 
cytochromu c znacznie zwielokrotniają w ypływ  czynników 
apoptozy, trawiąc substraty w błonach mitochondriów.

Dotychczas uzyskane informacje dotyczące mechani
zmów w ypływu cytochromu c i AIF z mitochondrium 
podczas apoptozy przedstawiono na rysunku 5. Ponieważ 
zgrom adzony materiał doświadczalny jest skromny, mają 
one charakter hipotezy roboczej.

UWAGI KOŃCOWE

Przedstawione w pracy mechanizmy aktywacji i regulacji 
apoptozy zostały znacznie uproszczone. W rzeczywistości 
obraz jest dużo bardziej złożony i niejednoznaczny. Szereg 
zjawisk i faktów pominięto. Na przykład, opócz transbło- 
nowych receptorów śmierci komórki mogą produkować 
„receptory-pułapki"; nie są one zakotwiczone w  błonie i po

związaniu liganda nie generują sygnału śmierci a przeciw 
nie — zapobiegają apoptozie [61]. Kaspazy nie są jedyny
mi proteazami biorącymi udział w apoptozie. W pew nych 
warunkach aktywowane są również katepsyny, kalpainy, 
proteazy serynowe, kompleks proteasomowy. Działając 
niezależnie, proteazy te mogą degradować klasyczne sub 
straty kaspaz, jak laminy jądrowe czy ICAD i wywoływać 
program ow aną śmierć podobną do apoptozy [62]. Szcze
gólnie zaawansowane są badania nad działaniem kalpain 
uwalnianych z lizosomów w sposób kontrolowany, przy 
udziale proapoptotycznych białek z rodziny bcl-2 [63], Rola 
samych kaspaz nie ogranicza się zresztą tylko do apoptozy. 
Na przykład aktywność kaspazy 8 jest niezbędna do p ro 
liferacji limfocytów [64], Istnieją też tzw. kaspazy zapalne, 
aktywowane w inflamosomie, które nacinają i w ten sposób 
aktywują prozapalne cytokiny IL-1(3 i IL-18 [65].

Wiedza o programowanej śmierci komórek rozwija się 
dynamicznie i wielotorowo. Obok zagadnień dosyć dobrze 
poznanych, jak działanie kaspaz czy przekazywanie syg
nałów przez receptory śmierci, pojawiły się nowe, w śród 
których wiedza o współdziałaniu cytoplazmy i jądra w 
indukcji apoptozy zależnej od mitochondrium może cał
kowicie zmienić dotychczasowe pojmowanie regulacji tego 
procesu. Mechanizm uwalniania proapoptotycznych białek 
z m itochondrium  ciągle jest nieznany, a obecnie wydaje się, 
że może on zależeć od rodzaju czynnika wyzwalającego. 
W najbliższej przyszłości spodziewać się można wielu, być 
może zaskakujących odkryć, które pozwolą lepiej zrozumieć 
mechanizmy regulacji procesów śmierci komórki i otworzą 
nowe perspektywy ich praktycznego zastosowania.
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ABSTRACT
The programmed cell death usually is identified with apoptosis, though a scheduled sequence of events can be observed also in autophagy, 
mitotic catastrophe and, under certain circumstances, in necrosis. Apoptosis begins with activation of the initiator caspases (cysteine prote
ases) in the signaling complexes: the apoptosome (on the intrinsic or mitochondrial pathway) or the degradosome (on the extrinsic or death 
receptor pathway). The proteolytic cascade then leads, through activation of downstream caspases and DNases, to digestion of cell com po
nents. Mitochondria play a central role in apoptosis by releasing cytochrome c — the essential component of the apoptosome, Smac/Diablo 
and OmiI/HtrA2 _  that bind the caspase inhibitors (IAPs), and endonuclease G and AIF — that are responsible for DN A  degradation. Those 
factors get out of mitochondrium through the Bax and Bak protein-containing channels. The process is fast and complete, probably due to 
mechanoenzyme — driven remodeling of the organellum structure as w ell as to phospholipid peroxidation and proteolysis in the inner 
membrane. The release of the mitochondrial factors can be stimulated by protein p53, histone HI .2 and poly(ADP-ribose) that are sent from  
the nucleus in consequence of a cyto- and genotoxic stress, under the control of cAbl kinase.
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Słowa kluczow e: biosynteza białka, rRNA, ry- 
bosom, synteza w iązania peptydow ego

W ykaz skrótów : AA-tRNA — aminoacylo- 
tRNA; dA — 2'-deoksyadenozyna; D-tRNA
— deacylowany tRNA; fA — 2'-fluoroadeno- 
zyna; miejsce A — miejsce w iązania aminoacy- 
lo-tRNA; miejsce E — miejsce wiązania deacy- 
lowanego tRNA; miejsce P — miejsce w iązania 
peptydylo-tRNA; Pm — purom ycyna; Pm -OH
-  hydroksypurom ycyna; PTC — centum  pep- 
tydylotransferazowe; P-tRNA — peptydylo- 
tRNA; tRNA -  ogólne określenie w szystkich 
rodzajów  tRNA (AA-tRNA, P-tRNA bądź D- 
tRNA); tRNAAA — cząsteczka tRNA specyficz
na w zględem  określonego am inokwasu

STRESZCZENIE

Wciągu ostatnich pięciu  lat opub likow ano  szereg danych dotyczących stru k tu ry  i m echa
n izm u funkcjonow ania  rybosom u. D zięki badan iom  nad struk tu rą  atom ow ą w iadom o, 

że centrum  peptydylo transferazow e rybosom u jest zbudow ane  w yłącznie z rRNA. W iem y 
rów nież, że odpow iednie  u łożen ie  końców  CCA cząsteczek tRNA zw iązanych z rybosom em , 
znacząco w pływ a na jego siłę katalityczną. N iem niej jed n ak  dokładny  i szczegółow y m e
chanizm  syntezy w iązania  peptydow ego w rybosom ie nadal nie jest poznany. Czy istn ie ją  
k om ponenty  chem iczne, k tóre w pływ ają  na szybkość syntezy w iązan ia  peptydow ego? Czy 
rybosom  w kom órce pe łn i sw oją rolę w  translacji w  sposób identyczny jak  izolow ane p o d 
jednostk i, będące źródłem  w iększości danych? W  tym  artyku le  staram y się p rzedstaw ić po 
glądy na sposób w  jak i rybosom  bierze udzia ł w  syntezie w iązania peptydow ego.

WPROWADZENIE

Rozwiązanie struktury krystalograficznej zarówno małej (30S) jak i dużej 
(50S) podjednostki rybosomalnej [1,2] oraz całego rybosomu prokariotycznego
[3] było przełomowym m omentem w badaniach nad zrozumieniem molekular
nego podłoża biosyntezy białka. Po raz pierwszy miejsca aktywne tak złożo
nego makrokompleksu mogły zostać opisane z ogromną precyzją. Badania te 
pozwoliły na bardzo dokładne określenie struktury i oddziaływań poszczegól
nych komponentów podjednostek. Dzięki temu zwiększyła się również nasza 
wiedza na temat oddziaływań między podjednostkami oraz zmian konforma- 
cyjnych rybosomu podczas kolejnych etapów procesu biosyntezy białka [4,5,6]. 
Jednakże nadal wiele zagadnień tej złożonej maszynerii biosyntezy białka po
zostaje niewyjaśnionych. Chociaż istnieje kilka modeli, nie jest znany dokładny 
mechanizm zasadniczej reakcji katalizowanej przez rybosom: syntezy wiązania 
peptydowego. W artykule tym przedstawiam y różne spojrzenia na tę podsta
wową reakcję.

RYBOSOM JAKO RYBOZYM

Główną funkcją małej podjednostki rybosomalnej jest asocjacja z mRNA i od
szyfrowywanie informacji genetycznej zakodowanej w  tej cząsteczce [7]. Podsta
w ową rolą dużej podjednostki rybosomalnej jest kataliza wiązania peptydow e
go oraz uwalnianie nowo zsyntetyzowanego polipeptydu z rybosomu. Obie te 
reakcje mają miejsce w  centrum peptydylotransferazowym (PTC). Na podstawie 
badań struktury atomowej dużej podjednostki rybosomalnej Haloarcula maris- 
mortui stwierdzono, że miejsce aktywne rybosomu jest zbudow ane wyłącznie 
z rRNA — tworzą je nukleotydy centralnej pętli domeny V 23S rRNA [1,8,9]. 
Podobną strukturę miejsca aktywnego obserwowano również w przypadku Dei- 
nococcus radiourans [10]. W tych obszarach dużej podjednostki występują wysoce 
zachowane sekwencje 23S rRNA, co świadczy o ich zasadniczej funkcji w  proce
sie translacji (Ryc. 1A i B).

Z domeną V 23S rRNA oddziałuje 15 białek (Ryc. 2A). Najbliżej PTC znajdują 
się rybosomalne białka L2, L3, L4 i LlOe, które penetrują szkielet domeny V 23S 
rRNA i kierują swe nieglobularne „ogony" w  kierunku PTC [8,11]. Jednakże ze 
struktury krystalicznej podjednostki 50S H. marismortui można wnioskować, że 
nawet najbliższe z białek nie znajduje się w  takiej odległości do centrum aktyw 
nego PTC, aby mogło pełnić aktywną funkcję jako katalizator w  reakcji syntezy 
wiązania peptydowego (Ryc. 2B) [8]. Dzięki tym odkryciom można jednoznacz
nie wnioskować, że to 23S rRNA odgrywa główną rolę w katalizowaniu reakcji 
polimeryzacji reszt aminokwasowych w rybosomie. Można też sądzić, że białka 
rybosomalne pełnią rolę stabilizującą, utrzymując odpowiednią strukturę trze
ciorzędową domeny V 23S rRNA, warunkującą jej aktywność [12]. Dzięki temu 
możemy umieścić rybosom na liście naturalnie występujących rybozymów.
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Rycina 1. Lokalizacja PTC w strukturze 23S rRNA: A — struk tu ra  Il-rzędow a 23S rRNA (num ery oznaczają dom eny 23S rRNA; na czerwono w yróżniono PTC); B — struk 
tura  Ill-rzędowa 23S rRNA, w idok od strony oddziaływ ania podjednostek (kolorem szarym  w yróżniono dom enę V, kolorem  czerw onym  — PTC; struk tu ra  23S rRNA H. 
marismortui pobrana z: h ttp :/ /w w w .rc sb .o rg  [41]).

SYNTEZA WIĄZANIA PEPTYDOWEGO W RYBOSOMIE

Substraty do utworzenia wiązania peptydowego, tj. ami- 
noacylo-tRNA (AA-tRNA) w rybosomalnym miejscu A i 
peptydylo-tRNA (P-tRNA) w miejscu P, m uszą znajdować 
się w odpowiedniej orientacji. Za przybranie tej orientacji 
odpowiedzialne są specyficzne interakcje między cząsteczką 
tRNA a 23S rRNA i białkami rybosomalnymi małej i dużej 
podjednostki [13]. Zatem jedną z funkcji PTC jest praw idło
we usytuowanie cząsteczek tRNA, tak aby mogła zajść syn
teza wiązania peptydowego. Szczelina miejsca aktywnego

ma wystarczający rozm iar by pomieścić 3' końce cząsteczek 
tRNA [8]. Usytuowanie cząsteczki P-tRNA w miejscu P jest 
stabilizowane głównie poprzez oddziaływanie nukleoty- 
dów C74 i C75 tRNA z resztami zasad G2253 i G2252 23S 
rRNA, ulokowanymi w tzw. pętli P. Zasadnicze znaczenie 
mają również interakcje między A76 i A2450-C2501, tworzą
cymi tzw. m otyw A-minor [8,14]. Natomiast cząsteczka AA- 
tRNA zawdzięcza odpowiednie umiejscowienie w miejscu 
A, przede wszystkim interakcjom nukleotydu C75 z G2553 
pętli A 23S rRNA oraz oddziaływaniom typu A-minor mię
dzy A76 a U2506-G2583 [8,13,15],

Rycina 2. Białka rybosom alne znajdujące się najbliżej PTC (w edług [8], za zgodą autorów): A — struktura  Ill-rzędow a dom eny V 23S rRNA (kolor szary) i oddziałujące z 
nią białka (pozostałe kolory); B — miejsce aktyw ne rybosom u z usuniętą  cząsteczką rRNA. Zaznaczono najbliższe b iałka i odległości (w A) do centrum  aktywnego.
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Połączenie am inokwasów kowalencyjnym wiązaniem 
peptydow ym  zachodzi m iędzy grupą a-am inow ą AA- 
tRNA znajdującego się w  miejscu A rybosom u a grupą 
karboksylową P-tRNA w miejscu P (Ryc. 3). W pierwszym  
etapie grupa a -N H 3+ ulega deprotonacji i tworzy się nu- 
kleofilowa grupa N H 2(etap 1). pKa tej grupy z am inokwasu 
cząsteczki AA-tRNA wynosi około 8. Proton pochodzący z 
tego etapu jest najprawdopodobniej przyjm owany przez 
cząsteczkę wody. Następnie ma miejsce atak nukleofilowy 
grupy a-aminowej AA-tRNA na elektrofilową grupę kar- 
bonylową P-tRNA (etap 2). Ta reakcja prow adzi do u tw o 
rzenia wstępnie protonow anego związku przejściowego, 
który poprzez deprotonację (etap 3) tworzy związek po 
średni — węgiel o tetraedrycznym  układzie wiązań. Roz
pad związku przejściowego (etap 4), zainicjowany przez 
oddanie protonu na atom tlenu, prow adzi do powstania 
produktów  reakcji, tj. deacylowanego tRNA (D-tRNA) w 
miejscu P oraz P-tRNA niosącego dodatkow y aminokwas 
(+1 aa) w miejscu A [12].

Utworzenie wiązania peptydowego nie wymaga dodat
kowej energii, wykorzystywana jest jedynie energia zm aga
zynowana w wiązaniu estrowym łączącym resztę peptydy- 
lową z grupą 3' hydroksylową cząsteczki tRNA. Natomiast 
źródłem energii dla syntezy tego ostatniego wiązania jest 
hydroliza ATP, która jest niezbędna do aminoacylacji tRNA

Rycina 3. M echanizm  syntezy w iązania peptydow ego (zmodyfikowane w edług  
[22]). 1 — deprotonacja grupy N H /;  2 — atak nukleofilowy grupy N H 2 AA-tRNA 
na grupę C = 0  P-tRNA; 3 — deprotonacja zw iązku przejściowego; 4 — u tw o
rzenie p roduktów  reakcji.

katalizowanej przez odpowiednią syntetazę aminoacylową
[13,16],

KATALIZA CHEMICZNA, UDZIAŁ SUBSTRATÓW 
CZY MOŻE EFEKT ENTROPII?

Nadal otwarte pozostaje pytanie, czy oprócz odpo
wiedniej orientacji substratów, rybosom wym aga innych 
czynników do katalizy syntezy wiązania peptydowego. 
Pochodząca z wczesnych badań hipoteza, że jedna z grup 
chemicznych rybosomalnego RNA może mieć charakter 
zasadowy w edług teorii Lewisa (omawiamy tę koncepcję 
w następnym  podrozdziale) jest w  sprzeczności z później
szymi eksperymentami. Dlatego też uwaga badaczy została 
zwrócona w innym kierunku. Obecnie istnieje kilka koncep
cji mechanizmu syntezy wiązania peptydowego, z których 
dwie, jak się wydaje, są najbardziej poparte dow odam i eks
perymentalnymi. Jedna z nich zakłada, że siła katalityczna 
rybosomu jest związana z redukcją entropii reakcji, nato
miast inna przedstawia możliwość uczestniczenia jednej z 
grup chemicznych substratów w reakcji syntezy.

KATALIZA CHEMICZNA TWORZENIA 
WIĄZANIA PEPTYDOWEGO?

W edług proponow anego w 2000 r. przez N issena i Ste- 
itza założenia, za aktywność katalityczną odpow iedzialny 
jest wysoce zachowany nukleotyd (A2451 u Escherichia 
coli, A2486 u H. marismortui), znajdujący się najbliżej re 
agujących grup [8], W edług tej hipotezy, protonacja azo
tu w pozycji trzeciej (N3) pierścienia nukleo tydu  A2451 
um ożliw iałaby stabilizację obdarzonego negatyw nym  ła
dunkiem  związku pośredniego. A2451 funkcjonowałaby 
wówczas jako zasada Lewisa (Rysunek 4). W w yniku ode
rw ania protonu przez N3 A2451 z reszty a-aminowej na 
stępowałby nukleofilowy atak grupy a-aminowej na atom 
węgla peptydylo-tRNA (etap 1). U protonow any N3 A2451 
mógłby brać udział w  stabilizacji utw orzonego związku 
pośredniego, poprzez w iązanie w odorow e z oksyanionem  
O' (etap 2). Proton zostałby następnie przekazany z N3 na 
koniec 3' deacylowanego tRNA, związanego w miejscu P, 
zaraz po odłączeniu od niego nowo utw orzonego peptydu  
(etap 3). W ten sposób pow staw ałyby produk ty  reakcji, tj. 
D-tRNA w miejscu P oraz P-tRNA z dodatkow ym  am ino
kw asem  w miejscu A.

Aby efektywnie zachodziła reakcja przyjmowania lub 
oddaw ania protonu w  reakcji katalizy chemicznej, wartość 
pKa grupy katalitycznej powinna być bliska neutralnemu
[17]. Wartości pKa zasad RNA wynoszą odpowiednio 3,5 
i 4,2 dla A i C oraz 9,2 dla G i U. Jeśli więc zasada rRNA 
brałaby aktywny udział w  reakcji, wówczas musiałaby na 
stępować zmiana wartości pKa. Zaproponow ano zatem, 
że grupy chemiczne w pobliżu A2451, szczególnie G2447, 
biorą udział w  przekazywaniu ładunków, co powoduje 
zmianę wartości pKa [8], Model ten ma swoje uzasadnienie, 
pochodzące już z pierwszych badań biochemicznych z w y
korzystaniem rybosomów E. coli, przedstawiających dane, 
że reakcja przenoszenia reszty peptydylowej z P-tRNA na 
puromycynę (która była w  tym doświadczeniu analogiem 
AA-tRNA) wykazuje silną zależność od pH. Zaobserwowa
no, że szybkość reakcji wzrastała w raz ze zmianą pH  na bar
dziej zasadowe (w zakresie pH  od 6 do 8,5), z pKa rów nym
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Rycina 4. Chem iczny m odel syntezy w iązania peptydow ego (zmodyfikowane 
w edług  [8]). 1 — utw orzenie  w iązania w odorow ego m iędzy N3 A2451 23S rRNA 
a w odorem  g rupy  a -N H 2 AA-tRNA i atak nukleofilowy N H 2 AA-tRNA na grupę 
C = 0  P-tRNA; 2 — protonacja N3 A2451; utw orzenie w iązania wodorow ego m ię
dzy w odorem  azotu N3 A2451 i atom em  tlenu grupy C = 0  P-tRNA; przekazanie 
pro tonu  z N3 A2451 na koniec 3'D-tRNA; 3 — p rodukty  reakcji.

7,5 [18,19]. Wyniki tych eksperymentów uzasadniały hipo
tezę na temat obecności w  rybosomie grupy chemicznej, 
która w  zależności od protonacji wpływałaby na szybkość 
syntezy wiązania peptydowego. Natomiast w późniejszych 
badaniach, M uth zademonstrował, że silnie zachowana 
reszta A2451 23S rRNA w miejscu aktywnym  rybosomu po
siada pKa o wartości około 7 [20], co jest dalszym potwier
dzeniem katalitycznej roli nukleotydu A2451.

W 2002 r. w  eksperymentach z zastosowaniem hydrok- 
sypurom ycyny (Pm-OH) jako kolejnego analogu AA-tRNA, 
wykazano istnienie dwóch grup zjonizowanych, których 
pKa wynosiły 6,9 i 7,5. Wartości te przyporządkowano od 
powiednio puromycynie i reszcie pochodzącej z rRNA. Dal
sze analizy ujawniły, że w  rybosomach niosących mutacje 
A /U  w pozycji 2451 nie obserwowano zależności efektyw
ności reakcji syntezy wiązania peptydowego od pH. Suge
ruje to, że grupę zjonizowaną niesie nukleotyd A2451 lub 
inny znajdujący się w bliskim sąsiedztwie [21].

Ponadto w  strukturze krystalograficznej dużej podjed- 
nostki rybosomalnej przy rozdzielczości 2,4 A, atom azotu 
N3 reszty A 2451 znajduje się w  bliskim kontakcie z analo
giem związku przejściowego [8], a mutacje w tej pozycji są 
letalne w przypadku E. coli [22 i prace tam cytowane]. N ato
miast H ansen i inni w  2002 r. stwierdzili, że jedynymi kan
dydatam i do bezpośredniego udziału w katalizie chemicz
nej w iązania peptydowego w rybosomie (jeśli taka kataliza 
występuje) są N3 A2451 23S rRNA; grupa 2'OH A2451 lub 
2 'OH substratu w  miejscu P (P-tRNA) [23]. Wszystkie te 
możliwości będą przez nas dyskutowane.

Okazało się jednak, że rola nukleotydu A2451 w katalizo
waniu syntezy wiązania peptydowego nie jest jednoznaczna 
[13,24,25]. Przeprowadzone w 2001 r. przez dwie niezależ
ne grupy badaczy eksperymenty oceniające rolę nukleoty
du  A2451 w  tym procesie wykazały, że mutacje nukleotydu 
A2451 nie hamują syntezy wiązania peptydowego in vitro 
[26,27,28]. Zaobserwowano tylko niewielkie osłabienie ak
tywności katalitycznej rybosomów niosących mutacje, w

kilku niezależnych eksperymentach. Nawet występowanie 
dwóch mutacji jednocześnie w  jednej cząsteczce 23S rRNA 
(A2451U/A2602G) nie eliminowało aktywności rybosomu 
[29]. Stwierdzono również, że mutacja A2451U, która jest 
letałna dla E. coli, nie powoduje śmiertelności u Mycobacte
rium smegmatis, jednak obserwowano spowolnienie reakcji 
tworzenia wiązania peptydowego [30]. U tego mikroorgani
zmu zaobserwowano również inną wartość pKa wynoszącą 
8,0 (a nie jak u E. coli 7,5). Ponadto, w przeciwieństwie do 
E. coli, nie obserwowano eliminacji grupy zjonizowanej. 
Stąd też jednoznaczny wniosek, że u M. smegmatis A2451 
nie jest odpowiedzialna za zależność szybkości reakcji od 
pH.

Ponadto stwierdzono, że wprowadzenie chemicznych 
modyfikacji zasady w pozycji 2451 (które eliminowały m oż
liwość tworzenia wiązania wodorowego atomów azotu N I 
lub N3 adeniny), a nawet całkowita delecja zasady, ma jedy
nie m arginalny w pływ  na tworzenie wiązania peptydow e
go [31]. Natomiast grupa 2 'OH rybozy w  pozycji 2451 w y
daje się pełnić ważną rolę w  katalitycznej aktywności PTC 
i ułatwia transpeptydację najprawdopodobniej poprzez 
koordynację atakującej grupy a-aminowej. Konserwatywny 
nukleotyd A2451 może zatem pełnić rolę w  odpowiednim  
umiejscowieniu grupy 2 '-hydroksylowej rybozy. Zaobser
wowano też, że mutacje w  pozycji G2447 nie miały widocz
nych efektów na wzrost komórek i nie wpływały znacząco 
na syntezę wiązania peptydowego [26,27,32], Nie ma zatem 
podstaw  do potwierdzenia udziału reszty G2447 w propo
now anym  mechanizmie przekazywania ładunków.

Pomimo tak intensywnych badań, nadal trudno jedno
znacznie i szczegółowo przedstawić mechanizm syntezy 
wiązania peptydowego. Dlatego konieczne jest zbadanie 
większej liczby mutacji 23S rRNA, zarówno kinetycznie jak 
i strukturalnie. Niewykluczone jest bowiem, że w prow adze
nie mutacji w  miejsce aktywne rybosomu może powodować 
zmiany strukturalne, niezależnie od mechanizmu katali
tycznego. Jakkolwiek, na podstawie tych wyników można 
wnioskować, że powinien być brany pod uwagę inny model 
mechanizmu syntezy wiązania peptydowego niż propono
wany przez Nissena i Steitza w 2000 r. [8].

RYBOSOM JAKO ENZYM WYKORZYSTUJĄCY ENTROPIĘ?

W yznacznikiem spontaniczności reakcji chemicznych 
jest funkcja termodynamiczna zwana energią swobodną. 
Reakcja może zajść spontanicznie tylko wtedy, kiedy zmia
na energii swobodnej reakcji ma wartość ujemną. Enzymy 
natomiast katalizują reakcje termodynamiczne zmniejszając 
energię aktywacji reakcji. Przyspieszają one reakcje przez 
dostarczanie nowej drogi reakcji, w  której stan przejściowy 
(stan o najwyższej energii) ma niższą energię swobodną i jest 
przez to bardziej dostępny niż w reakcjach niekatalizowa- 
nych. Istotą katalizy jest selektywna stabilizacja stanu przej
ściowego, często poprzez zaangażowanie sił polarnych, np. 
wiązań w odorow ych lub interakcji poprzez siły elektrosta
tyczne. Jeśli zatem rybosom działa na zasadzie chemicznej 
katalizy, wówczas szybkość reakcji powinna zależeć od re
dukcji entalpii aktywacji, a rola entropii w stabilizacji stanu 
pośredniego w  tym przypadku powinna być niewielka. Jeśli 
natomiast synteza wiązania peptydowego jest uzależniona
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tylko od przyjęcia odpowiedniej pozycji przez substraty w 
PTC, wówczas szybkość reakcji powinna być uw arunkow a
na przez entropię [33].

W 2004 r. Sievers i współpracownicy przeprow adzili se
rię eksperym entów, aby sprawdzić, która z możliwości jest 
p raw dziw a [33], W tym  celu porów nano niekatalityczną i 
rybosomalną reakcję tworzenia wiązania peptydowego. W 
pierwszej reakcji jako odpow iednik P-tRNA zastosowano 
estry, dla których wartość pKa reszty kwasu karboksylo
wego pochodzącego z tych związków była podobna do 
wartości pKa grupy karbonylowej występującej w  ryboso- 
mie. Zatem charakter elektrofilowy tych grup był również 
podobny. Jako odpow iednik substratu w miejscu A (ak
ceptora) zastosowano aminę pierw szorzędow ą o wartości 
pKa bardzo podobnej do AA-tRNA. W przypadku reakcji 
w rybosomie, zastosowano dipeptydylo-tRNA (fMetPhe- 
tRNAphe) jako substrat w miejscu P (donor) oraz purom y- 
cynę (Pm) jako substrat w  miejscu A. W ykonano szczegó
łowe pom iary param etrów  kinetycznych reakcji i okazało 
się, że w przeciwieństwie do większości białkowych enzy
mów, entalpia aktywacji reakcji w rybosomie ma mniejsze 
znaczenie niż w roztworze. Zwiększenie szybkości reakcji 
w rybosomie odbywa się wyłącznie przez obniżanie entro
pii aktywacji, a ta pochodzi z prawidłowego ulokowania 
cząsteczek AA-tRNA i P-tRNA. Rezultaty te są potw ier
dzeniem  tezy, że rybosom zwiększa szybkość reakcji syn
tezy wiązania peptydow ego głównie poprzez odpow ied 
nią orientację substratów.

KATALIZA SYNTEZY WIĄZANIA 
PEPTYDOWEGO PRZEZ SUBSTRATY?

Badania nad udziałem poszczególnych grup chemicz
nych cząsteczek tRNA w tworzeniu wiązania peptydowego 
trwają już wiele lat. Pierwsze doniesienia sięgają roku 1974. 
Na podstawie tych wyników dowiedziono, że cząsteczka 
tRNAphe z delecją grupy 2'OH A76 może służyć jako sub
strat do syntezy wiązania peptydowego w miejscu A, ale 
jest nieaktywna jako donor czyli substrat w miejscu P [34], 
Inna grupa badaczy stwierdziła, że cząsteczka tRNALys po
zbawiona grupy 2'OH A76 nie jest zdolna uczestniczyć w 
syntezie polilizyny in vitro [35],

Aby sprawdzić możliwość udziału grupy 2'-hy droksy lowej 
A76 cząsteczek tRNA w tworzeniu wiązania peptydowego, 
Barta i współpracownicy zastosowali zmodyfikowaną wersję 
reakcji fragmentowej z użyciem aminoacylowanej adenozy
ny (AcLeuAMP) jako substratu w  miejscu P oraz Phe-tRNA 
jako substratu w  miejscu A [36]. Zastosowano kilka pochod
nych AcLeuAMP, w których grupa 2'-OH była zablokowana 
przez grupę metylową lub dodatkową grupę AcLeu. Niektó
re pochodne były całkowicie pozbawione grupy 2'-OH. Oka
zało się, że 2'-deoksy pochodna substratu była nieaktywna w 
syntezie wiązania peptydowego. Jednak obie pochodne, któ
re posiadały atom tlenu w pozycji 2' wykazywały aktywność, 
chociaż była ona znacznie niższa niż aktywność AcLeuAMP 
jako substratu. Z danych tych wynika, że grupa w pozycji 2' 
rybozy cząsteczki tRNA wpływa na aktywność PTC. Na tej 
podstawie zaproponowano kolejny model mechanizmu syn
tezy wiązania peptydowego. Opiera się on na założeniu, że 
grupa 2'OH A76 tRNA w miejscu P bierze bezpośredni udział 
w  tworzeniu wiązania peptydowego. W modelu tym, atako-

Rycina 5. Proponow any udział g rupy  2'O H  terminalnej rybozy tRNA w  miejscu 
P w  katalizie w iązania peptydow ego (zmodyfikowane w edług  [36]).

wi nukleofilowemu grupy a-aminowej tRNA w miejscu A 
na elektrofilowy atom węgla tRNA w miejscu P, towarzyszy 
zachodzące równolegle tworzenie wiązania wodorowego. W 
wiązaniu tym donorem jest grupa a-NH, a akceptorem tlen 
w pozycji 2' rybozy (Ryc. 5). Jednocześnie zachodzi migracja 
protonu z grupy 2'-OH na atom 3'-0. Reakcje te prowadzą 
do utworzenia produktów: D-tRNA w miejscu P i P-tRNA w 
miejscu A. Stwierdzono również, że grupa 2'-OH rybozy jest 
jedyną funkcjonalną grupą chemiczną w  bliskim sąsiedztwie 
miejsca aktywnego rybosomu [8], której usunięcie wywiera 
wystarczający wpływ na szybkość transpeptydacji, aby brać 
pod uwagę jej udział w katalizowaniu tej reakcji.

Potwierdzenie tego modelu dostarczyły wyniki Strobla
i współpracowników [37], Wymieniali oni terminalny nu- 
kleotyd końca 3' tRNALys na 2'-deoksyadenozynę (dA) lub 
2'-fluoroadenozynę (fA). Okazało się, że tak zmodyfikowa
ne cząsteczki były aktywne jako substraty w rybosomalnym 
miejscu A, jednak ich aktywność zanikała gdy były testowa
ne jako substraty w miejscu P. Na podstawie analiz ilościo
wych oszacowano, że eliminacja grupy 2'OH A76 tRNA w 
miejscu P obniża szybkość syntezy wiązania peptydowego 
co najmniej 106-krotnie. Ostatnio uzyskano struktury krysta
liczne PTC ze związanym analogiem stanu przejściowego, 
w rozdzielczości 2,2 do 2,5 A [38]. W pracach tych również 
potwierdzono, że grupa 2'-OH A 76 może mieć aktywny 
udział w  reakcji tworzenia wiązania peptydowego.

Model ten został potwierdzony również przez dodatko
we eksperymenty opierające się na metodach dynamiki m o
lekularnej (ang. molecular dynamics, MD) i pomiarach energii 
półempiryczną metodą w iązań walencyjnych (ang. empirical 
valence bond, EVB) [39], Przeprowadzono symulacje syntezy 
wiązania peptydowego, opierając się na znanych struktu 
rach krystalicznych dużych podjednostek rybosomalnych. 
Zaobserwowano spontaniczne utworzenie stabilnego wią
zania wodorowego pomiędzy grupą a-am inową a 2'-hy
droksylową A76 P-tRNA w  miejscu P. Co więcej, stwier
dzono, że ta grupa hydroksylowa jest w stanie działać jako 
donor w  wiązaniu w odorow ym  z sąsiadującą grupą 3'-OH, 
co jest potwierdzeniem sugerowanego wcześniej mechani
zmu „przeskakiwania" protonu (ang. proton shuttle mecha
nism). Jednak także i ten model nie jest doskonały. Miano
wicie, jeśli kataliza wiązania peptydowego zachodziłaby 
wyłącznie dzięki obecności grupy 2'OH substratu, wówczas 
ta sama grupa mogłaby katalizować tę reakcję bez udziału 
rybosomu — nie m ożna było by wtedy uznać tego za efekt 
katalityczny [40], Dlatego też przy konstruowaniu hipotezy 
mechanizmu transpeptydacji należy brać pod uwagę dodat-
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kowe czynniki, mogące wpływać na tę reakcję w tak zło
żonym układzie jakim jest rybosom, jak bezpośredni udział 
substratów lub inne, do dziś nie poznane czynniki.

UWAGI KOŃCOWE

Dzięki rozwiązaniu struktury rybosomu prokariotycz- 
nego z rozdzielczością pojedynczego atomu, wiemy w jaki 
sposób ponad 3000 nukleotydów rRNA i 27 białek ryboso- 
malnych oddziałuje ze sobą tworząc unikatowy kompleks 
enzymatyczny, spełniający podstawową rolę w  każdej ko
mórce, zarówno pro- jak i eukariotycznej. Problem katali
tycznej siły rybosomu nadal nie jest poznany w  szczegółach. 
Spośród istniejących modeli i hipotez na temat tworzenia 
wiązania peptydowego w rybosomie, nadal nie potrafimy 
wskazać tego, który odpowiadałby na wszystkie pytania na 
temat tej specyficznej reakcji. Dlatego tak ważne jest dalsze 
poznawanie dynamicznej struktury rybosomu, która jest 
zapewne jedynym kluczem do wyjaśnienia i zrozumienia 
m echanizmu jego działania.
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Mechanism of peptide bond formation on the ribosome — controversions 
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ABSTRACT
During past five years there have been published many experimental data concerning structure and function of the ribosome. With the presen
tation of atomic structures we obtained a new  data about composition of peptidyl transferase center. It is now obvious that PTC is composed  
entirely of rRNA. It is also known that the proper substrate alignment is the major factor for ribosome's catalytic activity. However, more 
detailed mechanism of peptide bond formation on the ribosome still remains unclear. Several issues remain unsolved. For example, are there 
any chemical components coming from ribosome itself, that enhance the rate of the reaction? Do intact ribosomes perform peptidyltransfer 
in the same way as the isolated ribosomal subunits that have been the source of most of the data? In this article w e present different opinions 
and controversions around peptide bond formation on the ribosome.
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W spółczesne spojrzenie na peroksydację lipidów

STRESZCZENIE

Peroksydacja lipidów jest procesem stale zachodzącym w warunkach fizjologicznych i po
legającym na utlenianiu reszt wielonienasyconych kwasów tłuszczowych wchodzących  

w  skład fosfolipidów, będących podstawowymi składnikami błon biologicznych. Proces 
ten zachodzi zarówno na drodze nieenzymatycznej jak i w  wyniku reakcji enzymatycznych, 
z utworzeniem wielu reaktywnych produktów. Nieenzymatyczne utlenianie w ieloniena
syconych kwasów tłuszczowych zachodzi na drodze reakcji wolnorodnikowych, podczas 
gdy enzymatyczna peroksydacja lipidów odnosi się do procesu wytwarzania wodoronad- 
tlenków lipidów w  wyniku oddziaływania lipooksygenaz, w  których centrum aktywnym  
związana została cząsteczka tlenu. W niniejszej pracy szczegółowo opisano mechanizmy 
obydwu procesów ze zwróceniem szczególnej uwagi na produkty końcowe utleniania kwa
sów tłuszczowych w tym izoprostany i neuroprostany, które uważane są za główne markery 
nieenzymatycznej peroksydacji lipidów. Om ówiono również właściwości i rolę enzymów  
uczestniczących w  procesie enzymatycznej peroksydacji lipidów. Ponadto katalityczne dzia
łanie peroksydaz i transferaz glutationowych — enzym ów zapobiegających konsekwencjom  
utleniania wielonienasyconych kwasów tłuszczowych.

WPROWADZENE

Peroksydacja lipidów jest procesem stale zachodzącym w w arunkach fi
zjologicznych i polegającym na utlenianiu reszt wielonienasyconych kwasów 
tłuszczowych wchodzących w skład fosfolipidów, będących podstawowym i 
składnikami błon biologicznych. Proces ten zachodzi zarówno na drodze nie
enzymatycznej jak i w wyniku reakcji enzymatycznych, z utworzeniem wielu 
reaktywnych produktów, w  tym głównie aldehydów [1],

NIEENZYMATYCZNA PEROKSYDACJA LIPIDÓW

Podstawowe reakcje zachodzące podczas nieenzymatycznej peroksydacji li
pidów zostały przedstawione na rysunku 1 [1]. Wielonienasycone kwasy tłusz
czowe (LH) wchodzące w skład fosfolipidów błonowych zawierają reaktywne 
grupy metylenowe, które łatwo oddają atom w odoru w  reakcji z substancjami 
utleniającymi z utworzeniem rodnika alkilowego (L'), posiadającego niesparo- 
wany elektron na atomie węgla (związek 1, Ryc. 1) [1]. Peroksydację lipidów 
mogą zapoczątkować: ozon oraz rodniki: hydroksylowy, nadtlenkowy (LOO'), 
alkoksylowy (LO'), alkilowy (L'), rodnik w odoronadtlenkowy HOy [1], tlenek 
i ditlenek azotu, ditlenek siarki [2] oraz anion chloranowy (I) [3]. Również jony 
metali przejściowych uczestnicząc w w ytwarzaniu reaktywnych form tlenu (Oy*, 
*OH) przyczyniają się do inicjacji peroksydacji lipidów [4,5,6], Rodniki alkilowe 
w reakcji z tlenem cząsteczkowym ulegają przekształceniu w  rodniki nadtlenko
we (peroksylowe LOO') będące pierwotnymi, łatwo ulegającymi przemianom, 
produktam i utlenienia wielonienasyconych kwasów tłuszczowych [7], Jeśli 
rodnik nadtlenkowy zlokalizowany jest na końcu układu wiązań podwójnych 
(związek 2, Ryc. 1) wówczas ulega on redukcji do wodoronadtlenku (LOOH) [8], 
Powstające w ten sposób wodoronadtlenki skoniugowanych dienów (związek 4, 
Ryc. 1) są pierwszymi produktam i peroksydacji lipidów charakteryzującymi się 
względną trwałością w  nieobecności jonów metali przejściowych [1], Rodnik 
nadtlenkowy może zostać zredukow any przez cząsteczkę kwasu tłuszczowego, 
która przekształca się w  rodnik alkilowy (L'), rozpoczynający łańcuch reakcji 
wolnorodnikowych utleniając inne cząsteczki kwasów tłuszczowych. Głów
nym  czynnikiem decydującym o długości łańcucha reakcji wolnorodnikowych 
w warunkach in vivo, jest witamina E występująca w dw uw arstw ie lipidowej i 
redukująca rodniki nadtlenkowe do w odoronadtlenków  [9]. Wszystkie w odoro
nadtlenki lipidów przedstawione na rysunku 1 i ich regio- i stereoizomery mogą 
być redukow ane przez jony metali przejściowych do rodników alkoksylowych, 
które ulegają (3-rozszczepieniu z utworzeniem  bardzo wielu produktów  [10, 2]. 
W ten sposób powstaje szereg związków epoksydowych (np. 2,3-epoksybutanal 
czy 2,3-epoksy-4-hydroksynonanal), oraz aldehydów nasyconych (np. heksa-
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nal, pentanal) i a,(3-nienasyconych (np. akroleina, aldehyd 
krotonowy, 4-hydroxynonenal, 2-heksenal, 2-heptenal, 2- 
oktenal, 2-nonenal, 2,4-nonadienal, 2,4-dekadienal) [10]. 
Związki te powstają z kwasów tłuszczowych w różnych 
ilościach w zależności od budowy kwasów oraz w arunków  
utleniania. W ostatnich latach doniesiono o nowym  p roduk 
cie peroksydacji lipidów — 4-oxo-2-nonenalu, powstającym 
w wyniku przemiany wodoronadtlenku kwasu linolowego 
[11]. Różnorodność powstających produktów  peroksydacji 
lipidów przedstawiono na przykładzie związków będących 
produktam i utleniania kwasu arachidonowego (AA) w po 
zycji 15 (tabela 1).

Jeżeli grupa nadtlenkowa zlokalizowana jest wewnątrz 
łańcucha węglowodorowego kwasu tłuszczowego (zwią
zek 3, Ryc. 1), rodnik ulega reakcji cyklizacji z wytw orze
niem cyklicznego nadtleneku (związek 5, Ryc. 1) [12], któ
ry może ulegać dalszym przemianom na dw a sposoby. W 
wyniku przyłączenia tlenu cząsteczkowego przekształca 
się on w rodnik nadtlenkowy (związek 6, Ryc. 1) lub może 
ulec ponownej cyklizacji z wytworzeniem bicyklicznego 
nadtlenku, który po przyłączeniu kolejnej cząsteczki 0 2 i 
redukcji daje cykliczny endotlenek (związek 7, Ryc. 1) cha
rakteryzujący się strukturalną analogią do nadtlenku pro- 
staglandyny (PGG2) [12]. W wyniku chemicznej konwersji 
bicyklicznej grupy nadtlenkowej tego związku powstają 
izoprostany i dialdehyd malonowy (MDA), a jako produk 
ty uboczne wytwarzane są jednocześnie 17-węglowe kwasy 
tłuszczowe (związek 8, Ryc. 1) [13].

Izoprostany reprezentują liczną rodzinę kwasów karbo
ksylowych będących izomerami prostaglandyn, powstają-
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cych w wyniku wolnorodnikowej peroksydacji kwasu ara
chidonowego i innych wielonienasyconyh kwasów tłusz
czowych (np. kwasu eikozapentanowego i y-linolenowego) 
zachodzącej in vivo [14]. Mechanizm powstawania izopro- 
stanów z kwasu arachidonowego został przedstawiony na 
rysunku 2 [15]. Na uwagę zasługuje możliwość tworzenia 
się izoprostanów na drodze dwóch mechanizmów endo- 
nadtlenkowego i dioksetanowego [14,15]. W związku z tym 
w wyniku utlenienia na drodze wolnorodnikowej z kw a
su arachidonowego mogą powstać w różnych ilościach 64 
różne izomery [16]. W największej ilości wytwarzany jest 
izomer 8-izo-PGF2u nazywany także 8-epi-PGF2a (związek 
typu IV, Ryc. 2). Związki te wytwarzane są in situ w fosfoli
pidach, a następnie uwalniane przez fosfolipazę A2.

W ostatnich latach zgromadzono wiele dow odów  po 
twierdzających, że izoprostany należą do najbardziej w ia
rygodnych biomarkerów peroksydacji lipidów i stresu 
oksydacyjnego zarówno w w arunkach in vitro jak i in vivo
[15,17]. Decyduje o tym przede wszystkim fakt, że izopro
stany będące specyficznymi produktam i peroksydacji lipi
dów występują w  wykrywalnych ilościach jako formy ze- 
stryfikowane w tkankach, a jako formy wolne w płynach 
biologicznych [15]. Podwyższoną zawartość izoprostanów 
stwierdzono w moczu i krwi w różnych stanach patologicz
nych związanych z nadm iernym  wytwarzaniem wolnych 
rodników takich jak: palenie papierosów, marskość w ątro
by wywołana alkoholem, nowotwory czy też miażdżyca
[18]. Opracowano wiele metod służących do jakościowego 
i ilościowego oznaczania izoprostanów takich jak: metoda 
immunologiczna [19], chromatografia gazowa ze spektro
metrią masową GC-MS [20] i chromatografia cieczowa ze 

spektrometrią masową LC-MS/MS [21]. 
Stwierdzono, że izoprostany nie są jednak 
końcowymi produktam i peroksydacji lipi
dów, ale mogą ulegać dalszemu metabo
lizmowi. Ostatnio, wykorzystując znako
wany trytem 8-izo-PGF2u, udało się ustalić 
podstawowy metabolit tego związku poja
wiający się w  moczu człowieka, jakim jest 
2,3-dinor-5,6-dihy dro-8-izo-PGF,u [22].

Oprócz izoprostanów, przemiany wol- 
norodnikowe kwasu arachidonowego 
mogą prowadzić do innej grupy związków 
zwanych izofuranami, posiadających pod 
stawiony pierścień tetrahydrofuranowy 
powstały w wyniku przyłączenia tlenu 
cząsteczkowego (0 2) do pierścienia cyklo- 
pentanowego (Ryc. 3) [23], Czynnikiem de
cydującym o powstawaniu izoprostanów 
lub izofuranów jako produktów  utleniania 
kwasów tłuszczowych jest ciśnienie O,. 
Stwierdzono, że wzrost ciśnienia 0 2 sprzy
ja w ytw arzaniu izofuranów [24]. Na pod 
stawie badań in vitro z wykorzystaniem 
izotopu tlenu lsO zaproponowano dw a 
mechanizmy prowadzące do wytwarzania 
tych związków [23]. Pierwszy obejmuje ro
zerwanie pierścienia cyklicznego nadtlen
ku, drugi zaś uwzględnia hydrolizę związ
ku epoksydowego.

Tabela 1. Produkty peroksydacji kw asu arachidonowego w  pozycji 15 (uszeregow ane w g masy 
cząsteczkowej).

Masa cząst. W zór N azw a -

354 c 2(f t A kw as ll,14,15-trihydroksy-5,8,12-eikozatrienowy

336 X A A kwas 15-hydroperoksy-5,8,ll,13-eikozatetraenow y (15-HPETE)

336
C 20H 32O 4

kw as ll-hydroksy-15-okso-5,8,12-eikozatrienow y

336
C 20H 32O 4

kw as 14,15-epoksy-ll-hydroksy-5,8,12-eikozatrienowy

336
C 20H 32O 4

kw as 9,15-dihydroksy-5,7,ll,13-eikozatetraenowy

336
C 20H 32O 4

kw as 5,ll-dihydroksy-6,8,12,14-eikozatetraenowy

318 C H O
20 32 3

kwas 15-hydroksy-5,8,ll,13-eikozatetraenowy (15-HETE)

316
C 20H 30O 3

kw as 15-okso-5,8,ll,13-eikozatetraenowy (15-KETE)

278 W * kw as 15-hydroksy-16-okso-5,8,ll,13-heksadekatetraenow y
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Rycina 1. M echanizm nieenzymatycznej peroksydacji lipidów.

Na działanie wolnych rodników bardziej podatny niż 
kwas arachidonowy jest kwas dokozaheksaenowy (DHA), 
który posiada więcej wiązań podwójnych. Niedawno 
stwierdzono, że w wyniku jego utleniania wytwarzane są 
związki o strukturze zbliżonej do izoprostanów, nazywane 
neuroprostanami ze względu na fakt, że powstają w neuro 
nach mózgu człowieka, gdzie DHA stanowi 25-35% wszyst
kich kwasów tłuszczowych (Ryc. 4) [24,25], Większa ilość 
wiązań podwójnych w DHA decyduje o tym, że w wyniku 
jego przem ian powstaje osiem regioizomerów a nie cztery, 
jak ma to miejsce w przypadku izoprostanów. W konse
kwencji można otrzymać aż 128 izomerów neuroprostanów
[24], Neuroprostany zidentyfikowano w płynie mózgowo- 
rdzeniowym  zdrowego człowieka [26]. Stwierdzono, że ich 
ilość wzrasta w przypadku chorób neurodegeneracyjnych, 
a zwłaszcza u pacjentów z chorobą Alzheimera. Pomiar po 
ziomu neuroprostanów uznano za lepszy wskaźnik uszko
dzeń neuronalnych aniżeli pomiar poziomu izoprostanów 
[27].

ENZYMATYCZNA PEROKSYDACJA LIPIDÓW

Niezależnie od opisanego powyżej procesu nieenzy- 
matyczynej peroksydacji lipidów, w organizmie, proces 
oksydacyjnej modyfikacji lipidów może zachodzić także 
pod w pływ em  działania enzymów. Pojęcie enzymatycznej

Rycina 3. Przykładow a 
struktura  zw iązku z g rupy 
izofuranów [AC-A13-9-IsoF],

Rycina 2. Schemat m echanizm u w ytw arzania  izoprostanów.

peroksydacji lipidów odnosi się do procesu wytwarzania 
wodoronadtlenków lipidów w wyniku oddziaływania na 
wielonienasycone kwasy tłuszczowe enzymu, w którego 
centrum aktywnym  związana została cząsteczka tlenu.

Zachodzenie peroksydacji enzymatycznej jest ograni
czone faktem, że większość enzymów zapoczątkowujących 
proces peroksydacji działa tylko na wolne kwasy tłuszczo
we [28], Natomiast w  zdrowych tkankach wolne kwasy 
tłuszczowe nie występują lub obecne są jedynie w ilościach 
śladowych [28]. Wolnych kwasów tłuszczowych podatnych 
na działanie enzym ów dostarcza jednak fosfolipaza A2 [29], 
która hydrolizuje wiązanie estrowe w pozycji sn-2 glicerolo-

Rycina 4. Schemat reakcji pow staw ania oraz s truktury  chemiczne izoprostanów  
i neuroprostanów .
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wego szkieletu fosfolipidów, w której zazwyczaj zlokalizo
wane są wielonienasycone kwasy tłuszczowe [30]. Fosfoli- 
paza A, usuw a również z dw uw arstw y lipidowej utlenione 
fosfolipidy błonowe i w  ten sposób uczestniczy również w 
procesach naprawczych błon biologicznych [31].

Właściwą peroksydację enzymatyczną rozpoczynają 
enzymy z grupy lipooksygenaz (LOXs), które katalizują 
utlenianie wielonienasyconych kwasów tłuszczowych z 
wytworzeniem ich odpowiednich wodoronadtlenków. Do 
dzisiaj podano blisko 20 pełnych sekwencji genów kodu
jących lipooksygenazy występujące w organizmach zwie
rzęcych, którym przyporządkowano siedem różnych izo
form tego enzymu [32,33], Ze względu na pokrewieństwo 
filogenetyczne lipooksygenazy podzielono na cztery gru
py: 5-LOXs, 12-LOXs typu płytkowego, 12/15-LOXs typu 
retikulocytarnego oraz LOXs typu epidermalnego. Pośród 
wszystkich izoform LOX tylko 12/15-lipooksygnaza jest 
zdolna do utleniania reszt wielonienasyconych kwasów 
tłuszczowych wchodzących w skład fosfolipidów będących 
składnikami błon biologicznych i lipoprotein [33]. Pozostałe 
izoformy działają tylko na wolne kwasy tłuszczowe.

Wykazano, że proces peroksydacji musi być poprzedzo
ny aktywacją lipooksygenazy, w  czasie której jon żelaza (II) 
zlokalizowany w centrum aktywnym  enzym u utleniany jest 
do jonu żelaza (III) [32], Najczęściej dochodzi do tego pod 
wpływem  nadtlenków [28]. Właściwy proces peroksydacji 
lipidów składa się z trzech etapów [28]. Pierwszy rozpoczy
nający całą przemianę etap polega na stereoselektywnym 
usunięciu atomu w odoru z węgla allilowej grupy metyle
nowej, co prowadzi do wytworzenia rodnika alkilowego 
(L’) kwasu tłuszczowego (Ryc. 5). Uważa się, że w odór od- 
szczepiany jest jako proton natomiast elektron w yłapyw a
ny jest przez jon żelaza (III), który w konsekwencji zostaje 
zredukowany do jonu żelaza (II). Drugi etap przemian pro
wadzący do powstawania LOOH, związany jest ze zmianą 
lokalizacji elektronu w obrębie łańcucha węglowego kwasu 
tłuszczowego, możliwą dzięki istnieniu sprzężonych wią
zań podwójnych charakteryzujących się izomerią typu cis
[1]. Na etapie trzecim ma miejsce w budowanie tlenu czą

steczkowego w pozycji C-l lub C-4 układu pentadienylowe- 
go w w yniku czego dochodzi do wytworzenia rodnika nad 
tlenkowego z niesparowanym  elektronem zlokalizowanym 
na atomie tlenu. Rodnik ten na skutek przeniesienia elek
tronu ulega redukcji do odpowiedniego anionu, natomiast 
zawarty w obrębie enzymu jon żelaza (II) zostaje utleniony 
do postaci wyjściowej — jonu żelaza (III).

Należy podkreślić, że rodnikowe pochodne kwasów 
tłuszczowych wytwarzane podczas całego procesu enzy
matycznego przeważnie pozostają związane z centrum  ak
tywnym enzymu. Dlatego reakcji zapoczątkowanych przez 
LOX nie można traktować jako efektywnego źródła wolnych 
rodników, aczkolwiek w pewnych warunkach rodniki te 
mogą być uwolnione [34], Dokładny mechanizm działania 
LOX jest nadal przedm iotem  dyskusji [32], Sugeruje się, że 
centrum aktywne enzymu charakteryzuje się silnym pow i
nowactwem do protonu, co przyczynia się do jego odszcze- 
pienia z grupy metylenowej. Ułatwia to elektrofilowy atak 
związanego z enzymem jonu żelaza (III) na układ sprzężo
nych wiązań podwójnych. W wyniku tego jon żelaza (III) 
ulega redukcji i powstaje rodnik organiczny z niesparow a
nym  elektronem zdelokalizowanym w obrębie całego ukła
du wiązań podwójnych. Z drugiej strony, po usunięciu pro
tonu, jon żelaza (III) może zostać kowalencyjnie związany z 
atomem węgla na końcu pentadienylowego karboanionu, w 
wyniku czego nie dochodzi do jego redukcji [28],

Enzymatyczna peroksydacja wielonienasyconych kw a
sów tłuszczowych jest również procesem zapoczątkowują
cym powstawanie wielu biologicznie aktywnych związków 
takich jak prostanoidy: prostaglandyny, tromboksany i leu- 
kotrieny. Uwolniony przez fosfolipazę A, kwas arachidono- 
wy stanowi wyjściowy substrat w syntezie prostanoidów 
zachodzącej z udziałem cyklooksygenaz, enzym ów katalizu
jących utlenianie kwasu arachidonowego [35], W ostatnich 
latach wyodrębniono dwie izoformy tego enzymu: konsty
tutyw ną (COX-l) i indukowalną (COX-2), pojawiającą się 
pod w pływ em  czynników zapalnych takich jak endotoksy- 
na, cytokiny prozapalne, czynniki mitogenne oraz niektóre 
hormony [36]. Za wytwarzanie prostaglandyn w większym 
stopniu odpowiedzialna jest izoforma COX-2 [37], W w yni
ku jej działania początkowo z pozycji 13-pro(S) kwasu ara
chidonowego oderwany jest atom w odoru a w pozycji C -ll 
rodnika pentadienylowego zostaje przyłączona cząsteczka 
tlenu O, (Ryc. 6). Zostaje wytworzony w ten sposób rodnik 
nadtlenkowy, który ulega dwukrotnej cyklizacji, co w  kon
sekwencji prowadzi do wytworzenia rodnika alkilowego z 
mostkiem nadtlenkowym  zlokalizowanym w ew nątrz  czą
steczki [35]. Rodnik ten po przyłączeniu cząsteczki tlenu w 
pozycji C -l5 przekształcony zostaje w  rodnik nadtlenkowy,

Rycina 5. M echanizm działania lipooksygenaz.
Rycina 6. M echanizm w ytw arzania eikozanoidów  z kw asu arachidonow ego przy 
udziale cyklooksygenazy.
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z którego w procesie redukcji wytworzony zostaje wodoro- 
nadtlenek prostaglandyny G2 (PGG,). Następnie wodoro
tlenek ten zostaje zredukowany do pochodnej alkoholowej 
(PGH2), która przy udziale izomeraz zostaje przekształcona 
w prostaglandyny i tromboksan B2 [35],

Porównując obydwa procesy peroksydacji lipidów moż
na stwierdzić, że proces enzymatyczny znacznie różni się 
od przemian zachodzących podczas nieenzymatycznego 
cyklu reakcji, np. wytworzone w procesie przemian enzy
matycznych wodoronadtlenki lipidów wykazują chiralność
[38], Ważniejsza jest jednak możliwość zakończenia w ytw a
rzania wolnych rodników w procesie enzymatycznym w 
odróżnieniu od nieenzymatycznej peroksydacji lipidów, w 
której ma miejsce stała prolongacja łańcucha reakcji wolno- 
rodnikowych. W trakcie peroksydacji enzymatycznej, w y
tworzone rodniki nadtlenkowe lipidów zostają przekształ
cone w aniony, w wyniku czego dochodzi do wyczerpania 
substratu zawierającego niesparowany elektron, a tym  sa
m ym  do zahamowania generacji w odoronadtlenków [38], 
Wbrew dotychczasowym opiniom ciąg przem ian enzym a
tycznych i nieenzymatycznych prowadzących do peroksy
dacji fosfolipidów błonowych nie zachodzi niezależnie od 
siebie. Obydwa procesy wyzwalają się wzajemnie. Reakcja 
enzymatyczna z udziałem lipooksygenaz rozpoczyna się 
wtedy, gdy stężenie wodoronadtlenków lipidów przekro
czy submikromolową graniczną wartość [38], Taka ilość w o
doronadtlenków wytwarzana jest w  procesie peroksydacji 
nieenzymatycznej i wykorzystywana jest jako starter dla en
zymatycznej przemiany kwasów tłuszczowych z udziałem 
lipooksygenaz. Z drugiej strony reakcje katalizowane przez 
lipooksygenazy mogą inicjować nieenzymatyczną peroksy- 
dację reszt kwasów tłuszczowych fosfolipidów. W trakcie 
cyklu katalizowanego przez lipooksygenazę, wytwarzane 
jako produkty przejściowe rodniki alkilowe i nadtlenkowe, 
mogą opuścić centrum aktywne enzymu. Uwolnione nad- 
tenkowe rodniki lipidów zdolne są do zainicjalizowania pe
roksydacji poprzez odszczepienie wodoru od fr/s-allilowych 
grup metylenowych obecnych w łańcuchach reszt wie- 
lonienasyconych kwasów tłuszczowych wchodzących w 
skład fosfolipidów [30]. Ponadto wodoronadtlenki lipidów, 
powstałe w  wyniku działania lipooksygenaz w obecności 
pewnych katalizatorów (takich jak związki kompleksowe 
metali przejściowych czy semichinony), mogą ulec prze
mianie w reaktywne rodniki nadtlenkowe i alkoksylowe, 
które ponownie przez odszczepienie w odoru mogą inicjo
wać nieenzymatyczny proces peroksydacji [30],

ROLA PEROKSYDAZ GLUTATIONOWYCH W 
ZAPOBIEGANIU SKUTKOM PEROKSYDACJI LIPIDÓW

Końcowymi produktam i peroksydacji lipidów pow sta
jącymi w  największych ilościach są a,p-nienasycone alde
hydy o niskich masach cząsteczkowych, charakteryzujące 
się dłuższym  czasem półtrwania niż reaktywne formy tle
nu i zdolnością do dyfuzji do odległych naw et obszarów 
komórki względem miejsc ich powstawania. Przemiesz
czając się na swej drodze powodują uszkodzenie komórki, 
dzięki czemu można je traktować jako w tórne przekaźniki 
peroksydacji lipidów [10]. Aldehydy te mogą reagować z 
grupam i aminowymi i holowymi wielu innych związków 
w ażnych biologicznie takich jak białka i DNA. W reakcje z

resztami aminokwasowymi białek łatwo wchodzi dialde- 
hyd malonowy oraz 4-hydroksy-2-nonenal w wyniku czego 
wytwarzane są pochodne karbonylowe białek [10]. Dobrze 
poznano reakcje addycji Michaelisa 4-hydroksy-2-nonenalu 
z grupą e-aminową lizyny, grupą sulfhydrylową cysteiny i 
grupą imidazolową histydyny z utworzeniem odpowiednio 
drugorzędowej aminy, tioestru i czwartorzędowej pochod
nej amin [39,40], Produkty peroksydacji lipidów reagują z 
resztami lizylowymi apolipoproteiny B cząsteczki LDL [10]. 
W wyniku reakcji a,p-nienasyconych aldehydów z zasada
mi purynowym i i pirymidynowymi DNA, wytwarzanych 
jest szereg połączeń prowadzących m.in. do ham owania re
plikacji i transkrypcji DNA [10,41], Należy też podkreślić, 
że aldehydy powstające w  w yniku peroksydacji lipidów 
wchodząc w reakcje z DNA i białkami wykazują przy tym 
właściwości zarówno toksyczne jak i m utagenne [10,42,43]. 
Stwierdzono, że najbardziej toksycznym produktem  perok
sydacji lipidów jest 4-hydroksy-2-nonenal [44], Właściwości 
m utagenne zarówno w stosunku do komórek bakteryjnych 
jak i zwierzęcych wykazuje akroleina, aldehyd krotonowy 
jak też MDA [45], przy czym związkiem najbardziej m uta
gennym jest MDA [44].

Bezpośrednim jak i odległym konsekwencjom peroksy
dacji lipidów przeciwdziałają enzymy z rodziny peroksydaz 
glutationowych (GPxs). Enzymy te w  kooperacji z glutatio- 
nem (GSH) jako kosubstratem, zdolne są do redukcji zarów
no organicznych jak i nieorganicznych wodoronadtlenków 
z wytworzeniem odpowiednich związków hydroksylo
wych [28], Znane są dw a typy peroksydaz glutationowych: 
zawierające selen i niezawierające selenu w centrum aktyw
nym.

Peroksydazy glutationowe zależne od selenu zawierają 
w centrum aktywnym  selenocysteinę — aminokwas, któ
ry uczestniczy w cyklu reakcji katalizowanych przez ten 
enzym [28,46]. Do tej pory zidentyfikowano pięć izoform 
zależnej od selenu peroksydazy glutationowej (Ryc. 7). 
Wśród izoform peroksydazy glutationowej zależnej od se
lenu tylko peroksydaza glutationowa wodoronadtlenków 
fosfolipidów (phGPx) posiada zdolność redukcji wodoro
nadtlenków znajdujących się w obrębie fosfolipidów bło
nowych [28]. Pozostałe izoformy katalizują tylko redukcję 
wolnych wodoronadtlenków. Podczas reakcji zachodzącej 
z udziałem peroksydazy glutationowej (Ryc. 8) selen utle
niany jest przez wodoronadtlenek do pochodnej kwasu 
selenowego (GPx-SeOH), która następnie ulega redukcji 
[47,48]. Jeżeli związkiem redukującym jest GSH dochodzi

Rycina 7. Rodzina peroksydaz glutationow ych zależnych od selenu.
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Rycina 8. M echanizm  działania peroksydaz glutationow ych zależnych od se
lenu.

do utworzenia formy selenodisulfidowej (R-Se-SG), która 
pod w pływ em  działania drugiej cząsteczki glutationu ulega 
zredukow aniu do formy wyjściowej peroksydazy glutatio- 
nowej GPx. Należy jednak podkreślić, że działanie perok
sydaz (w tym  także phGPx) nie jest w stanie odwrócić che
micznych zmian wywołanych peroksydacją. Jedynie można 
mówić o zmniejszeniu prawdopodobieństwa wytwarzania 
reaktywnych produktów  w tym także wolnych rodników. 
Dzięki redukcji reaktywnych wodoronadtlenków lipidów 
do ich odpowiednich pochodnych hydroksylowych. Jednak 
hydrofilowe grupy hydroksylowe tych związków zaburza
ją również strukturę błony w podobnym stopniu jak grupy 
nadtlenkowe, a jedynym sposobem na likwidację struktu
ralnych uszkodzeń błony jest hydroliza prowadząca do od
tworzenia cząsteczki kwasu.

Drugą grupą enzymów odpowiedzialnych za usuwanie 
produktów  peroksydacji lipidów są S-transferazy glutatio- 
nowe dawniej uznawane za peroksydazy glutationowe nie
zależne od selenu [49,50], Enzymy te nie zawierają selenu i 
katalizują reakcję sprzęgania glutationu z wieloma związ
kami elektrofilowymi, między innymi aldehydami będący
mi produktam i peroksydacji lipidów w tym, przede wszyst
kim z 4-hydroksy-2-nonenalem [51,52]. Reakcje tego typu 
prowadzą do powstawania S-koniugatów glutationu, które 
usuw ane są na zewnątrz komórki. Niektóre z S-transferaz 
glutationowych (zwłaszcza należące do klasy alfa) zdolne 
są również do katalizowania reakcji redukcji w odoronad
tlenków lipidów podobnie jak peroksydazy glutationowe 
zależne od selenu, lecz w odróżnieniu od nich nie katalizują 
reakcji redukcji nadtlenku wodoru [49],

Powyższe dane wskazują, że peroksydazy glutationo
we zdolne są do zapobiegania skutkom utleniania lipidów 
zarówno na etapie pośrednim, poprzez katalityczną re
dukcję wodoronadtlenków lipidów z udziałem peroksy
daz glutationowych zależnych od selenu, jak też na etapie 
końcowym, dzięki wytwarzaniu przy udziale S-transferaz 
glutationowych koniugatów glutationu z drobnocząstecz- 
kowymi aldehydami, będącymi końcowymi produktam i 
peroksydacji lipidów.

1. Porter NA (1986) Mechanisms for the autoxidation of polyunsaturated 
lipids. Acc Chem Res 19: 262-268

2. Dix TA, Aikens J (1993) M echanisms and biological revelance of lipid 
peroxidation initiation. Chem Res Toxicol 6: 2-18

3. Panaseko OM (1997) The mechanism of hypochlorite-induced lipid 
peroxidation. Biofactors 6:181-190

4. Sarkar S, Yadav P, Trivedi R, Bansal AK, Bhatnagar D (1995) Cadmi
um -induced lipid peroxidation and the status of the antioxidant sys
tem in rats tissues. J Trace Elem Med Biol 9:144-149

5. Minotti G (1993) Sources and role of iron in lipid peroxidation. Chem 
Res Toxicol 6:134-146

6. Glass GA, Stark AA (1997) Promotion of glutathione-y-glutamyl trans
peptidase-depended lipid peroxidation by copper and ceruloplasmin: 
The requirem ent for iron and the effects of antioxidants and antioxi
dant enzymes. Environ Mol M utagen 29: 73-80

7. M am ett LJ (1999) Lipid peroxidation — DNA damage by malondial- 
dehyde. M utat Res 424: 83-95

8. Pryor WA (1986) Oxy-radicals and related species: their formation, 
lifetimes, and reactions. Annu Rev Physiol 48: 657-667

9. Waldeck AR, Stocker R (1996) Radical-initiated lipid peroxidation in 
low density lipoproteins: insights obtained from kinetic modeling. 
Chem Res Toxicol 9: 954-964

10. Dotan Y, Lichtenberg D, Pinchuk I (2004) Lipid peroxidation cannot 
be used as a universal criterion of oxidative stress. Prog Lipid Res 43: 
200-227

11. Lee SH, Blair IA (2000) Characterization of 4-oxo-2-nonenal as a novel 
product of lipid peroxidation. Chem Res Toxicol 13: 698-702.

12. Pryor WA, Stanley JP (1975) A suggested mechanism for the polyun
saturated fatty acids. Non-enzymatic production of prostaglandin en- 
doperoxides during autoxidation. J Org Chem 40: 3615-3617

13. M orrow JD, Roberts LJ 2nd (1996) The isoprostanes-current knowl
edge and directions for future research. Biochem Pharmacol 51:1-9

14. Rokach J, Khanapure SP, H w ang SW, Adiyamen M, Lawson JA, 
FitzGerald GA (1997) The isoprostanes perspective. Prostaglandins 54: 
823-851

15. Lawson JA, Rokach J, FitzGerald GA (1999) Isoprostanes: formation, 
analysis and use as indices of lipid peroxidation in vivo. J Biol Chem 
274: 24441-24444

16. de Zwart LL, M eerman JH, Com m andeur JN, Vermeulen NP (1999) 
Biomarkers of free radical dam age applications in experimental ani
mals and in humans. Free Radic Biol Med 26: 202-226

17. Griffiths HR, Moller L, Bartosz G, Bast A, Bertoni-Freddari C, Collins 
A, Cooke M, Coolen S, Haenen G, Hoberg AM, Loft S, Lunec J, Olinski 
R, Parry J, Pompella A, Poulsen H, Verhagen H, Astley SB (2002) Bio
markers. Mol Aspects Med 23:101-208

18. M orrow JD, Chen Y, Brame CJ, Yang J, Sanchez SC, Xu J, Zeckert WE, 
Awad JA, Roberts LJ (1999) The Isoprostanes: unique prostaglandin 
— like products of free radical nitiated lipid peroxidation. Drug Metab 
Rev 31:117-139

19. W ang Z, Ciabattoni G, Creminon C, Lawson J, Fitzgerald GA, Patrono 
C, Maclouf J (1995) Immunological characterization of urinary 8-epi- 
prostaglandin F2 alpha excretion in man. J Pharmacol Exp Ther 275: 
94-100.

20. Lee CY, Jenner AM, Halliwell B (2004) Rapid preparation of hum an 
urine and plasma samples for analysis of F2-isoprostanes by gas chro- 
matography-mass spectrometry. Biochem Biophys Res Com m un 320: 
696-702

21. Li H, Lawson JA, Reilly M, Adiyaman M, Hw ang S-W, Rokach J, 
FitzGerald GA (1999) Quantitative high performance liquid chrom a
tography/tandem  mass spectrometric analysis of the four classes of 
F,-isoprostanes in hum an urine. PNAS 96:13381-13386.

22. Roberts LJ, Morrow JD (1997) The generation and action of isopros
tanes. Biochim Biophys Acta 1345:121-135

23. Fessel JP, Porter NA, Moore KP, Sheller JR, Roberts LJ 2nd (2002) Dis
covery of lipid peroxidation products formed in vivo w ith a substituted

178 www.postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


tetrahydrofuran ring (isofurans) that are favored by increased oxygen 
tension. Proc Natl Acad Sei USA 99:16713-16718

24. Roberts LJ 2nd, Fessel JP (2004) The biochemistry of the isoprostane, 
neuroprostane, and isofuran pathways of lipid peroxidation. Chem 
Phys Lipids 128:173-186

25. Skinner ER, Watt C, Besson JA, Best PV (1993) Differences in the fatty 
acid composition of the grey and white m atter of different regions of 
the brains of patients w ith Alzheimer's disease and control subjects. 
Brain 116: 717-725

26. Roberts LJ 2nd, Montine TJ, Markesbery WR, Tapper AR, Hardy P, 
Chemtob S, Dettbarn WD, Morrow JD (1998) Formation of isopros- 
tane-like com pounds (neuroprostanes) in vivo from docosahexaenoic 
acid. J Biol Chem 273:13605 -13612

27. Reich EE, Markesbery WR, Roberts LJ 2nd, Swift LL, Morrow JD, Mon- 
tine TJ (2001) Brain Regional Quantification of F-Ring and D-/E-Ring 
Isoprostanes and neuroprostanes in alzheimer's disease. Am J Pathol 
158: 293-297

28. Kühn H, Borchert A (2002) Regulation of enzymatic lipid peroxida
tion: the interplay of peroxidizing and peroxide reducing enzymes. 
Free Radic Biol Med 33:154-172

29. Murakami M, Yoshihara K, Shimbara S, Lambeau G, Singer A, Gelb 
MH, Sawada M, Inagaki N, Nagai H, Kudo I (2002) Arachidonate 
release and eicosanoid generation by group HE phospholipase A(2). 
Biochem Biophys Res Com m un 292: 689-696

30. Nigam  S, Schewe T (2000) Phospholipase A2s and lipid peroxidation. 
Biochim Biophys Acta 1488:167-181

31. Cheeseman KH (1993) Mechanisms and effects of lipid peroxidation. 
Mol Aspects Med 14:191-197

32. Brash AR (1999) Lipoxygenases: Occurrence, functions, catalysis, and 
acquisition of substrate. J Biol Chem 274: 23679-23682

33. Kühn H, Thiele BJ (1999) The diversity of the lipoxygenase family. 
M any sequence data but little information on biological significance. 
FEBS Lett 449: 7-11

34. Kuhn H, Belkner J, Wiesner R, Brash AR (1990) Oxygenation of bio
logical m embranes by the pure reticulocyte lipoxygenase. J Biol Chem 
265:18351-18361

35. Marnett LJ (2000) Cyclooxygenase mechanisms. Curr Opin Chem Biol 
4: 545-552

36. Brooks P, Emery P, Evans JF, Fenner H, Hawkey CJ, Patrono C, Smo- 
len J, Breedveld F, Day R, Dougados M, Ehrich EW, Gijon-Banos J, 
Kvien TK, Van Rijswijk MH, W arner T, Zeidler H  (1999) Interpreting 
the clinical significance of the differential inhibition of cyclooxygen- 
ase-1 and cyclooksygenase-2. Rheumatology 38: 779-788

37. M arnett LJ, Rowlinson SW, Goodwin DC, Kalgutkar AS, Lanzo CA 
(1999) Arachidonic acid oxygenation by COX-1 and COX-2. Mecha
nism s of catalysis and inhibition. J Biol Chem 274: 22903-22906

38. Spiteller G (2001) Lipid peroxidation in aging and age-dependent dis
eases. Exp Gerontol 36:1425-1457

39. Nadkarni DV, Sayre LM (1995) Structural definition of early lysine and 
histydine adduction chemistry of 4-hydroxynonenal. Chem Res Toxi
col 8: 284-291

40. Uchida K, Stadtman ER (1993) Covalent modification of 4-hydroxynon
enal to glyceralaldehyde-3-phosphate. J Biol Chem 268: 6388-6393

41.Hemminki K, Dipple A., Shuker DEG, Kadlubar FF, Segerback D, 
Bartsch H (1994) DNA adducts: identification and biological signifi
cance, IARC Sci Publ 125:1-478

42. Benamira M, Johnson K, Chaudhary A, Bruner K, Tibbetts C, Marnett 
LJ (1995) Induction of m utations by replication of malondialdehyde- 
modified M13 DNA in Escherichia coli: determination of the extent of 
DNA modification, genetic requirem ents for mutagenesis, and types 
of m utations induced. Carcinogenesis 16: 93-99

43. Bartsch H, Nair J, Owen RW (2002) Exocyclic DNA adducts as oxi
dative stress markers in colon carcinogenesis: potential role of lipid 
peroxidation, dietary fat and antioxidants. Biol Chem 383: 915-921

44. Esterbauer H, Eckl P, Ortner A (1990) Possible mutagens derived from 
lipids and lipid precursors. M utat Res 238: 223-233

45. Eckl P, Esterbauer H  (1989) Genotoxic effects of 4-hydroxynonenals. 
Adv Biosci 76:141-157

46. Brigelius-Flohe R (1999) Tissue specific function of individual glutathi
one peroxidases. Free Radic Biol Med 27: 951-965

47. Flohe L (1997) Selen im peroxidstoffwechsel. Med Klin 92, suppl. Ill:
5-7

48. Maiorino M, A um ann KD, Brigelius-Flohe R, Doria D, van den Heuvel 
J, McCarthy J, Roveri A, Ursini F, Flohe L (1995) Probing the presum ed 
catalytic triad of selenium-containing peroxidases by mutational ana
lysis of phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (PHGPx). 
Biol Chem H oppe Seyler 376: 651-660

49. Ketterer B, Meyer DJ (1989) Glutathione transferases: a possible role in 
the detoxication and repair of DNA and lipid hydroperoxides. Mutat 
Res 214: 33-40.

50. Sata F, Yamada H, Kondo T, Gong Y, Tozaki S, Kobashi G, Kato EH, 
Fujimoto S, Kishi R (2003) Glutathione S-transferase M l and T1 poly
morphisms and the risk of recurrent pregnancy loss. Mol Hum  Reprod 
9:165-169

51. Boon PJ, Marinho HS, Oosting R, M ulder GJ (1999) Glutathione con
jugation of 4-hydroxy-trans-2,3-nonenal in the rat in vivo, the isolated 
perfused liver and erythrocytes. Toxicol Appl Pharmacol 159:214-223

52. Laurent A, Perdu-Durand E, Alary J, Debrauwer L, Cravedi JP (2000) 
Metabolism of 4-hydroxynonenal, a cytotoxic product of lipid peroxi
dation, in rat precision-cut liver slices. Toxicol Lett 114: 203-214

The present-day look at lipid peroxidation
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ABSTRACT
Lipid peroxidation occurs in physiological conditions and it consists in oxidation of polyunsaturated fatty acids, which are basic biological 
membrane components. There are two pathway of lipid peroxidation: nonenzymatic and enzymatic. Both of the processes result in genera
tion of various reactive products. Nonenzymatic lipid peroxidation consists in free radical oxidation of polyunsaturated fatty acids while in 
enzymatic lipid peroxidation the generation of lipid hydroxyperoxides is achieved by insertion of an oxygen molecule at the active centre of 
lipoxygenase. In this manuscript mechanisms of two processes are described in details. We concentrate on final products of oxidation fatty 
acids: isoprostanes and neuroprostanes which are regarded as the most important biomarkers of lipid peroxidation as well as on the role of 
enzym es participating in enzymatic lipid peroxidation process. Moreover we discuss catalytic activity of glutathione peroxidases and transfe
rases — enzymes preventing results of oxidation polyunsaturated fatty acids.
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Słowa kluczowe: rekombinacja homologiczna, 
pęknięcia dw uniciow e DNA, napraw a DNA, 
uszkodzenia DNA, w ym iana nici, konwersja 
genu, Rad51, MRN, Rad52

W ykaz skrótów: BIR (ang. break induced re
pair) — napraw a indukow ana pęknięciem  
nici DNA, BLM (ang. Bloom syndrome protein)
— białko zw iązane z w ystępow aniem  zespołu 
Blooma; BRCA1 (ang. breast cancer associated 
protein 1) -p ro d u k t genu podatności na raka 
piersi; DNA-PK (ang. DNA-dependent protein 
kinase) — k inaza białkowa zależna od DNA; 
HJ (ang. Holliday junction) — struktura Holli- 
daya; HRR (ang. homologous recombination re
pair) — system  napraw y przez rekombinację 
homologiczną; IR — prom ieniow anie jonizu
jące; Ku70, Ku80 — podjednostki autoanty- 
genu Ku; MRE11 (ang. meiotic recombination)
— białko człowieka uczestniczące w  rekom bi
nacji mejotycznej; MRN — kom pleks białkowy 
MRE11 /  RAD50/  NBS1; NBS1 (ang. Nijmegen 
breakage syndrome) — białko zw iązane z w y
stępow aniem  zespołu Nijmegen; NHEJ (ang. 
nonhomologous end-joining) — system  napraw y 
przez niehom ologiczne łączenie końców DNA; 
PARP (ang. poly[ADP-ribose] polymerase) — po- 
lim eraza poii(ADP-rybozy); RPA — białko re- 
piikacyjne A; Rad51, Rad52, Rad54 — białka 
uczestniczące w  napraw ie DNA przez rekom 
binację homologiczną; SSA (ang. single strand 
annealing) — napraw a przez dopasow yw anie 
pojedynczych nici; XRCC1, XRCC2, XRCC3, 
XRCC4 (ang. X-ray cross complementation)
— białka grup kom plem entacyjnych napraw y 
uszkodzeń indukow anych prom ieniow aniem  
jonizującym

STRESZCZENIE

Pęknięcia dwuniciowe DN A (DSB) są uszkodzeniami szczególnie niebezpiecznymi dla 
komórki. Ze względu na mnogość egzo- i endogennych czynników powodujących po

wstawanie DSB efektywność ich naprawy ma kluczowe znaczenie dla prawidłowego funk
cjonowania komórki i zapobiega fragmentacji DNA, translokacji chromosomów i ich delecji. 
W komórkach ssaków pęknięcia dwuniciowe naprawiane są z udziałem trzech systemów na
prawy: przez niehomologiczne łączenie końców (NHEJ), rekombinację homologiczną (HRR) 
i wydłużanie pojedynczych nici (SSA). W HRR pierwotna informacja genetyczna ulega od
tworzeniu na matrycy nieuszkodzonego homologicznego DNA. Pierwsza faza HRR jest ini
cjowana przez kompleks białkowy MRN, aktywujący białko ATM oddziałujące z białkami 
HRR. Główne białka HRR u ssaków to kompleksy MRN, RPA, Rad51 i jego paralogi Rad51, 
Rad52, Rad54.

WPROWADZENIE

Pęknięcia dwuniciowe DNA (ang. double strand breaks, DSBs), przez które za
zwyczaj rozumie się pęknięcia dwóch nici DNA położone naprzeciwko siebie 
lub przesunięte względem siebie na niewielką odległość, należą do najgroźniej
szych uszkodzeń DNA i zachodzą w komórce człowieka z częstotliwością oko
ło 10 na dzień. Nienaprawione mogą powodować utratę integralności genomu 
poprzez fragmentację chromosomów, która może prowadzić do translokacji. Do 
czynników pochodzenia zewnętrznego powodujących DSBs zalicza się prze
de wszystkim promieniowanie jonizujące oraz niektóre związki chemiczne, w 
tym bleomycynę (BLM) i jej pochodne, metanosulfonian metylu (MMS) i neo- 
karzinostatynę (NCS). Do czynników endogennych należą przede wszystkim 
wolnorodnikowe produkty metabolizmu komórki. Pęknięcia dwuniciowe DNA 
powstają także w wyniku zablokowania widełek replikacyjnych lub zatrzym a
nia aktywności topoizomeraz klasy II (enzymów, które pow odują zmianę sta
nu topologicznego DNA przez wprowadzenie pęknięcia dwuniciowego DNA, 
przemieszczenie DNA przez „bramkę" stworzoną przez pęknięcie oraz ligację) 
i procesów naprawy innych uszkodzeń DNA. Źródłem DSBs mogą być także 
zdarzenia zachodzące przy udziale nukleaz komórkowych podczas mejozy 
lub rekombinacji V(D)J w czasie dojrzewania limfocytów [1], Nienaprawione 
pęknięcia dwuniciowe DNA powodują amplifikację lub utratę części m ateria
łu genetycznego komórki, co może prowadzić do transformacji nowotworowej, 
poprzez aktywację onkogenów, inaktywację genów supresorowych lub utratę 
heterozygotyczności [2], N apraw a pęknięć dwuniciowych DNA jest procesem 
wieloetapowym zachodzącym przy udziale wielu białek i obejmującym w ykry
cie uszkodzenia, przekazanie o nim sygnału oraz zapoczątkowanie reakcji na 
prawczej (Ryc. 1, Tabela 1).

ATM -  KLUCZOWE BIAŁKO W ZAPOCZĄTKOWANIU 
NAPRAWY DWUNICIOWYCH PĘKNIĘĆ DNA

Głównym białkiem biorącym udział w przekazywaniu sygnałów w  odpo
wiedzi na dwuniciowe pęknięcia DNA jest kinaza białkowa ATM, należąca do 
rodziny kinaz serynowo-treoninowych człowieka spokrewnionych z kinaza
mi fosfatydylo-3-inozytolu (PIKK) [3]. Do tej samej rodziny należą białka ATR 
oraz podjednostka katalityczna kinazy białkowej zależnej od DNA, DNA-PKcs 
(Ryc. 2) [4], DNA-PKcs bierze udział w  naprawie pęknięć dw uniciow ych przez 
niehomologiczne łączenie końców (NHEJ), natomiast ATR zapoczątkowuje re
akcję komórki na uszkodzenia DNA spowodowane przez prom ieniowanie i za
blokowane widełki replikacyjne. Ponadto ATR uczestniczy w przekazywaniu 
sygnałów generowanych przez ATM w odpowiedzi na DBS. Obie kinazy mają 
wiele wspólnych substratów, przy czym w początkowej fazie reakcji na uszko
dzenie DNA są one fosforylowane przez kinazę ATM, a następnie podtrzym y
wane w stanie aktywnym  przez białko ATR [5].
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Rycina 1. Etapy odpow iedzi kom órki na pęknięcia dw uniciow e DNA. U szkodze
nia DNA są w ykryw ane  p rzez  kom pleks MRN, który przekazuje informację 
o uszkodzeniu  DNA kinazie ATM oraz ATR. ATM aktywuje wiele szlaków, 
których końcow ym  e tapem  jest zatrzym anie  cyklu kom órkowego, napraw a DNA 
lub apoptoza.

W nieuszkodzonych komórkach ATM występuje w ją
drze w postaci hom odim erów  lub multimerów. Pęknięcie 
dwuniciowe DNA prow adzi do autofosforylacji i aktywacji 
ATM, które grom adzi się w miejscu wystąpienia DSB, wiążąc 
się z przylegającą do miejsca uszkodzenia chromatyną [6], 
Substratami dla ATM są białka, które poprzez fosforylację 
mogą być aktyw ow ane, zmieniać stabilność lub lokalizację 
w ew nątrzkom órkow ą [7], Jednym z pierwszych białek, któ
re aktywuje ATM jest białko N bsl [8], Białko to jest jednym 
ze składników kompleksu MRN złożonego z białek M re ll ,  
Rad50 oraz NBS1 (Ryc. 3). Aktywne białko Nbsl pośredni
czy w aktywacji białek punktu  kontrolnego fazy S i zatrzy
m aniu cyklu komórkowego. Ponadto N bsl bierze udział w 
szlaku prow adzącym  do aktywacji białek Chk2, FANCD2 
oraz SMC1 przez kinazę ATM. Również kolejne białko 
kompleksu MRN, M re ll ,  ulega aktywacji przez fosforylację

Rycina 2. S trukturalna organizacja białka ATM. ATM jest d użym  białkiem, które 
należy do rodziny  k inaz serynowo-treoninow ych spokrew nionych z kinazam i 
fosfatydylo-3-inozytolu. Dla porów nania  na rysunku zam ieszczono dw óch in
nych przedstaw icieli tej rodziny: kinazy ATR oraz DNA-PK.

przez ATM w odpowiedzi na dwuniciowe pęknięcia DNA. 
Do tej pory nie zidentyfikowano miejsca fosforylacji białka 
M re ll  przez białko ATM. Fosforylacja MRN wskazuje, że 
rola tego kom pleksu białkowego w odpowiedzi komórki 
na uszkodzenia DNA polega na przekazywaniu sygnału 
zainicjowanego przez białko ATM [8]. Niedawno odkryto, 
że kompleks MRN jest odpowiedzialny za wykrycie pęk
nięcia DNA i zapoczątkowanie procesu jego napraw y przez 
aktywację szlaków zależnych od ATM [9,10], Komórki bez 
MRN wykazują szereg właściwości charakterystycznych 
dla komórek z niepraw idłow ym  białkiem ATM: nadw rażli
wość na czynniki uszkadzające DNA oraz brak zaham ow a
nia cyklu komórkowego w odpowiedzi na DSBs DNA [11], 
Wyniki tych obserwacji sugerują, że prawidłowa rola ATM 
w komórce, jako białka sygnalizującego dwuniciowe pęk
nięcie DNA i warunkującego jego usunięcie, zależy od kom
pleksu MRN. Powstanie skupisk MRN, niezależnych od 
białka ATM, w  odpowiedzi na promieniowanie jonizujące 
zaobserwowano już po 10 min od ekspozycji [12], Lokaliza
cja tego kompleksu w miejscach uszkodzenia DNA jest nie
zależna od białka ATM. W komórkach pozbawionych białek 
N bsl lub M re ll  zaobserwowano wolniejszą kinetykę auto
fosforylacji ATM w  porównaniu do komórek ze wszystkimi 
składnikami kom pleksu MRN. Również fosforylacja N bsl 
przez ATM ma miejsce w pobliżu końców uszkodzonego 
DNA, co wskazuje na wspólną lokalizację tych białek [10], 
Można zatem przypuszczać, że (i) kompleks MRN wiąże się 
z DNA w miejscu pęknięcia obu nici, (ii) białko M re ll  prze
kształca koniec DNA formując jednoniciowe zakończenie

Tabela 1. Białka d rożdży  i człowieka uczestniczące w napraw ie pęknięć dw uniciow ych DNA.

1 Klasa funkcjonalna białek Saccharomyces cerevisiae Homo sapiens I

Detektory uszkodzenia DNA
M re ll /  Rad50/Xrs2 M rel 1 /  Rad50 /  N bsl
R fal/R fa2 /R fa3 R p a l/ R pa2/R pa3

Rad24/Rfc2-5 R adl7/R fc2-5
Białka punk tów  kontrolnych D d c l/M ec 3 /R ad l7 R a d 9 /H u s l/R a d l
cyklu kom órkow ego M ecl/D dc2 A T R /ATRIP*

Tell ATM

Przekaźniki sygnału M rcl, Rad9 BRCA1, MDC1, 53BP1

Kinazy efektorow e Rad53, C hkl C h k l, Chk2

Białka HRR
Rad52, Rad51, Rad55/Rad57, Rad52, Rad51, Rad51B, Rad51C, Rad51D,
Rad54, Rad59, Rdh54 Xrcc2, Xrcc3, Rad54, Rad52B, Rad54B

Białka NHEJ Yku70/Yku80, D nl4/L ifl K u70/Ku80, Lig4/Xrcc4, DNA-PKcs, Artemis

*ATRIP (ang. ATR- interacting protein) — białko oddziałujące z białkiem ATR
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Rycina 3. Schem atyczne przedstaw ienie kom pleksu MRN człowieka zw iązanego 
z końcam i DNA. Kompleks MRN wiąże się z DNA poprzez białko M re ll .  Końce 
DNA są u trzym yw ane  w  bliskiej odległości od siebie poprzez połączenie dw óch 
m onom erów  białka Rad50.

3', (iii) ATM łączy się z kompleksem MRN i ulega aktywacji 
poprzez autofosforylację i monomeryzację, (iv) ATM fosfo- 
ryluje substraty w miejscu uszkodzenia DNA.

Również inne białka mogą brać udział w aktywacji ATM 
po wystąpieniu pęknięć dwuniciowych DNA. Zaobserwo
wano, że białko MDC1 jest niezbędne do zależnej od MRN 
aktywacji ATM po działaniu promieniowania jonizujące
go. Inna sytuacja ma miejsce w przypadku niskich dawek 
promieniowania, gdzie partnerem dla kompleksu MRN w 
procesie aktywacji ATM jest białko wiążące p53, 53BP1 [13]. 
Aktywne białko ATM stymuluje inne białka, w tym  H2AX, 
będący wariantem  histonu H2A [14]. Proces ten prowadzi 
do wytworzenia skupisk (foci) białek, które biorą udział w 
naprawie bądź przekazywaniu sygnału w komórce o uszko
dzeniu DNA [15]. W odcinkach chromatyny zawierającej y- 
H2AX obserwuje się skupiska białek: 53BP1, NBS1, BRCA1 
oraz MDC1 [14].

Sygnał o uszkodzeniu DNA zapoczątkowany przez ATM 
jest przekazywany dalej przy udziale innych białek, w  tym 
BRCA1, niezbędnego do fosforylacji SMC1 oraz C hkl przez 
ATM [16]. BRCA1 jest również składnikiem kom pleksu na
prawczego BASC (ang. BRCAl-associated genome surveillance 
complex,), w  skład którego wchodzą: ATM; składniki syste
mu napraw y niesparowanych zasad MSH2, MSH6, MLH1; 
białko związane z zespołem Blooma BLM; kompleks MRN 
i czynnik replikacyjny C (RFC). Rola BASC w odpowiedzi 
komórki na pęknięcia dwuniciowe nie została jeszcze do 
końca poznana [17].

W konsekwencji stymulacji ATM przez pęknięcia d w u 
niciowe DNA następuje aktywacja punktów  kontrolnych 
fazy S i G 2/M . Zatrzym anie cyklu kom órkow ego daje 
komórce dodatkow y czas na napraw ę uszkodzeń DNA. 
Proces napraw y podlega również regulacji p rzez kinazę 
ATM. Fosforylacja BRCA1 przez Chk2 pow oduje akty

wację szlaku napraw y pęknięć dw uniciow ych na drodze 
rekombinacji homologicznej [18]. Podstaw ow y składnik 
tego systemu, białko Rad51, jest fosforylowane przez ki
nazę c-Abl, która wcześniej ulega aktywacji p rzez  ATM. 
Substratem dla aktywnej kinazy c-Abl jest rów nież białko 
BRCA1, które oddziałuje z BRCA2. W końcow ym  etapie 
tego szlaku przekazyw ania sygnału BRCA2 fosforyluje 
Rad51 [19]. Ponadto ATM w pływ a na zm ianę ekspresji 
genów związanych z napraw ą uszkodzeń  DNA poprzez 
regulację szlaku zależnego od białek c-jun oraz IK K /N F kB 
[20]. Dość zaskakującym wydaje się fakt, że ATM nie jest 
niezbędne do życia komórki. N ajpraw dopodobniej inne 
białka należące do rodziny kinaz białkowych fosfatydy- 
lo-3-inozytolu, takie jak ATR, DNA-PK czy też ATX mogą 
przejmować rolę ATM.

NAPRAWA PĘKNIĘĆ DWUNICIOWYCH DNA

W komórkach eukariotycznych zidentyfikow ano trzy 
systemy napraw y pęknięć dw uniciow ych DNA: łączenie 
niehomologicznych końców (ang. non-homologous end-joi- 
ning, NHEJ), dopasow anie pojedynczych nici (ang. single 
strand annealing, SSA) i napraw ę przez rekombinację ho
mologiczną (ang. homologous recombination repair, HRR) 
(Ryc. 4). W procesach NHEJ i SSA uszkodzone końce DNA 
są łączone po uprzedniej modyfikacji, która może pro 
wadzić do zmiany, w  tym  utraty, informacji genetycznej, 
podczas gdy rekombinacja homologiczna odtw arza pier
w otną strukturę DNA [1], W kom órkach ssaków DSBs są 
napraw iana głównie przez NHEJ, podczas gdy u drożdży 
głównym  systemem napraw y pęknięć dw uniciow ych jest 
HRR (Ryc. 5) [21].

NAPRAWA DNA PRZEZ ŁĄCZENIE 
NIEHOMOLOGICZNYCH KOŃCÓW

W procesie napraw y pęknięć dwuniciowych DNA przez 
łączenie niehomologicznych końców, zakończenia uszko
dzonych fragmentów DNA są zbliżane do siebie, m ody
fikowane w celu umożliwienia ich połączenia i następnie 
łączone poprzez ligację. W komórkach eukariotycznych 
proces łączenia odpowiednich końców DNA (w przypadku 
wystąpienia wielu dwuniciowych pęknięć DNA) jest uła
twiony dzięki strukturze chromatyny, która tworząc zako
twiczone w macierzy jądrowej pętle DNA ułatwia zbliżenia 
właściwych końców DNA (lub też uniemożliwia oddalenie 
końców uszkodzonych od siebie) [22], Pierwszym etapem 
NHEJ jest związanie białek Ku z końcami DNA i zabez
pieczenie DNA przed degradacją przez egzonukleazy. W 
kolejnym etapie do białek Ku dołącza się podjednostka ka
talityczna kinazy białkowej zależnej od DNA (DNA-PKcs), 
która służy jako molekularny most zbliżając do siebie dw a 
końce DNA. Jeżeli końce mogą podlegać ligacji, ostatnim 
etapem napraw y DSBs przez NHEJ jest ich połączenie przez 
kompleks XRCC4/ligaza DNA IV, w przeciwnym  razie 
końce DNA ulegają przekształceniom. Analiza sekwencji 
DNA w miejscach uszkodzenia napraw ionych przez białka 
systemu NHEJ wykazała, że w  większości przypadków  do
pasowywane są do siebie fragmenty DNA o długości kilku 
nukleotydów na zasadzie mikrohomologii pom iędzy łączo
nymi odcinkami DNA. Konsekwencją napraw y NHEJ opar
tej na mikrohomologii są zmiany w pierwotnej informacji 
genetycznej [21].
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ligacja 

ligaza IV-Xrcc4

Rycina 4. N apraw a pęknięć dwuniciow ych przez łączenie niehom ologicznych końców (NHEJ) (a), 
rekombinację hom ologiczną (HRR) (c), i dopasow anie pojedynczych nici (SSA) (d). Po lokalizacji 
pęknięcia DNA kom órka wybiera szlak napraw y. Końcowy etap NHEJ to połączenie końców DNA 
przez kom pleks Ligaza4/Xrcc4. Jeżeli końce nie m ogę ulec bezpośredniej ligacji są najpierw  m ody 
fikowane z udziałem  białek Ku, DNA-PKcs oraz Artemis. W przypadku  w yboru napraw y rekom - 
binacyjnej końce są przycinanie przez kompleks MRN, który odsłania jednoniciowe zakończenie 3'. 
N astępnie końce są zabezpieczane przed atakiem  nukleaz p rzez połączenie z białkiem RPA oraz Rad52. 
Jeżeli w  pobliżu miejsca uszkodzenia znajdują się sekwencje pow tórzone następuje napraw a przez 
SSA, w efekcie której fragm ent znajdujący się m iędzy sekwencjami pow tórzonym i jest tracony. W przy 
padku  braku sekwencji pow tórzonych w miejscu pęknięcia odbyw a się napraw a z udzia łem  białek 
HRR. Do końca 3' przyłącza się białko Rad51, następuje inwazja nici na hom ologiczny fragm ent DNA 
z w ytw orzeniem  pętli D. Druga nić z uszkodzonego fragm entu DNA m oże rów nież dokonać inwazji 
z w ytw orzeniem  dw óch struk tu r Hollidaya (HJ). Struktury HJ przesuw ają się w zd łuż  nici i następnie 
są rozcinane. W efekcie napraw y HRR następuje odtw orzenie uszkodzonej informacji genetycznej na 
m atrycy hom ologicznego fragm entu DNA.

HRR

NHEJ

Rycina 5. Szlaki napraw y pęknięć dw uniciow ych DNA u ssaków oraz drożdży. G rubszym i strzałkam i 
zaznaczono dom inujące system y napraw y pęknięć dw uniciow ych DNA.

NAPRAWA DNA PRZEZ DOPASOWANIE 
POJEDYNCZYCH NICI

N apraw a pęknięć dwuniciowych DNA 
przez dopasowanie pojedynczych nici jest 
często traktowana jako szczególny przypa
dek HRR. Podstawowe składniki tego szla
ku naprawy to białka: Rad50, M re ll  i N bsl. 
hRad50 jest białkiem, które ma zdolność do 
wiązania się z DNA. hRad50 i M re ll  są skład
nikami kompleksu białkowego, który formuje 
się w miejscu wystąpienia uszkodzenia DNA. 
W arunkiem koniecznym dla powstania tego 
kompleksu jest fosforylacja obu białek, która 
zachodzi przy udziale Nbsl. Białko to rów 
nież potęguje właściwości nukleolityczne po
wstałego kompleksu MRN, który dzięki temu 
może rozcinać struktury szpilki do włosów w 
DNA. Ponadto N bsl, poprzez oddziaływanie 
z histonem y-H2AX, utrzymuje kompleks na
prawczy w  miejscu uszkodzenia [14]. M re ll  
jest egzonukleazą 3'-5', która usuw a uszko
dzone zakończenia DNA, generując jednoni
ciowe końce DNA, które są następnie dopa
sowywane do siebie na zasadzie homologii
[11]. Obszar homologii może mieć wielkość 
od kilkunastu do kilkuset nukleotydów, a 
proces dopasowywania nici jest p rzeprow a
dzany przez Rad52 oraz białko RPA (ang. re- 
plication protein A). Rad52 wiąże się z końcem 
3' jednoniciowego DNA chroniąc tym  samym 

zakończenie nici przed atakiem egzonukleaz. 
Białko RPA przyłącza się do jednoniciowego 
DNA od końca 3'. Jego rola polega na usunię
ciu struktur drugorzędowych, które mogłyby 
stanowić zawadę przestrzenną w procesie łą
czenia dwóch nici DNA. Kolejnym etapem  jest 
odcięcie wystających poza obszar homologii 
fragmentów jednoniciowych. Proces ten jest 
przeprow adzany przez kompleks XPF/Erccl 
[23]. U drożdży S. cereoisiae do wydajnego 
przycięcia fragmentów niehomologicznych 
niezbędny jest heterodimer M sh2/M sh3, skła
dający się z białek systemu naprawy błędnie 
sparowanych zasad (MMR), odpowiedzial
nych za usuwanie krótkich wypętleń nici (do 
12 nukleotydów) [24], Prawdopodobnie rola 
heterodimeru M sh2/M sh3 w naprawie pęk
nięć dwuniciowych poprzez SSA u drożdży 
polega na stabilizacji wystających niehomo
logicznych fragmentów DNA, przez co mogą 
być one odcinane przez odpowiednik kom
pleksu XPF/Erccl człowieka, składającego 
się z Radl i RadlO, występujący w drożdżach. 
Do tej pory brak jest doniesień, które w skazy
wałyby na podobną rolę homologów białek 
M sh2/M sh3 drożdży, występujących u czło
wieka w procesie dopasowania pojedynczych 
nici. Rola tego heterodimeru nie ogranicza się 
tylko do udziału w procesie przycinania nie
homologicznych końców. Jeżeli dopasow yw a
ne do siebie sekwencje homologiczne różnią
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Tabela 2. Białka człowieka biorące udział w naprawie DNA przez rekombinację homologiczną.

W łaściwości i funkcje O ddziaływ anie z innym i białkam i

Rad50

M re ll

N bsl

Rad51

Rad51B

Rad51C

Rad51D

Rad52

Rad54

Xrcc2

Xrcc3

BRCA1

BRCA2

RuvBLl

RPA

w iąże się z DNA, zwiększa aktyw ność M re ll

egzonukleaza 3'-5', endonukleaza ssDNA, otw iera struktury  
szpilki do włosów, w iąże się z DNA

stabilizuje i zwiększa aktyw ność MRN, odpow iada za wiązanie MRN do miejsca uszkodzenia

wiąże się z DNA, przeprow adza w ym ianę nici oraz łączenie 
hom ologicznych nici w  sposób zależny od ATP

kinaza białkowa, wiąże się z DNA, ATPaza zależna od DNA

w iąże się z DNA, ATPaza zależna od DNA, bierze udział w  wym ianie 
nici oraz łączeniu hom ologicznych nici razem  z Xrcc3 

w iąże się z DNA, ATPaza zależna od DNA, bierze udział w  w ym ianie 
nici oraz łączeniu hom ologicznych nici razem  z Xrcc2

wiąże się z DNA, uczestniczy w  wym ianie nici oraz łączeniu hom ologicznych nici DNA.

wiąże się z DNA, ATPaza zależna od DNA, rozwija helisę 
DNA, modyfikuje strukturę nukleosom ów

wiąże się z DNA, bierze udział w  łączeniu hom ologicznych nici w  parze z Rad51D 

wiąże się z DNA, bierze udział w  łączeniu hom ologicznych nici w  parze z Rad51C

koordynuje działania MRN, reguluje napraw ę przez rekombinację hom ologiczną

reguluje napraw ę przez rekombinację hom ologiczną, uczestniczy 
w  procesie napraw y poprzez kontakt z Rad51

helikaza zależna od DNA, bierze udział w  przem ieszczaniu struktury  Hollidaya

bierze udział w form ow aniu kom pleksu napraw czego, usuw a 
struktury  drugorzędow e na jednoniciow ym  DNA

M re ll, N bsl, BRCA1, BLM, PCNA 

M lhl, Ku70, BLM

SplOO, T rfl, Trf2, E2fl

Rad51C, Rad52, Rad54, W RN, 
XRCC3, c-Abl, p53, BRCA1, 
BRCA2, U bll, Pir51, R pbl

Rad51C

Rad51, Rad51B, Rad51D, Xrcc3 

Rad51C, Xrcc2

RPA, RAd51, Rad52, U bll, Xpb, 
Xpd, c-Abi, Rad52, U be2I/U bc9

Rad51, Mus81

Rad51D

Rad51C

Rad50, Rad51, ATM, BRCA2, p53

BRCA1, Rad51

RPA

Rad51, Rad52, p53, PCNA

się kilkoma nukleotydami, powstają niesparowania oraz 
wypętlenia, które następnie są usuw ane przez system MMR
[25], Końcowym etapem SSA jest ligacja końców, jednakże 
u człowieka nie zidentyfikowano dotychczas enzymu prze
prowadzającego ten etap.

SSA u ssaków zachodzi z dużą częstością przy naprawie 
DSBs w e fragmentach genomu zawierających sekwencje 
powtórzone. Ich obecność umożliwia bowiem dopasow a
nie homologicznych pojedynczych nici DNA do siebie. SSA 
charakteryzuje się niską dokładnością, ponieważ fragment 
DNA znajdujący się pomiędzy miejscem uszkodzenia a sek
wencjami homologicznymi jest tracony [26],

NAPRAWA DNA PRZEZ REKOMBINACJĘ 
HOMOLOGICZNĄ W KOMÓRKACH SSAKÓW

Białka uczestniczące w naprawie DNA człowieka przez 
rekombinację homologiczną wymienione są w tabeli 2. W 
inicjacji napraw y bierze udział kompleks MRN, który usu 
wając jedną nić DNA wytwarza jednoniciowy DNA, który 
dokonuje inwazji homologicznego fragmentu DNA [27]. 
Podstaw ow ym  białkiem uczestniczącym w tym procesie 
jest Rad51, będące eukariotycznym homologiem białka 
RecA E. coli. Rad51, podobnie jak RecA, formuje wraz z 
jednoniciowym DNA nukleofilamenty, poszukuje homo- 
logii i tworzy kompleks trójniciowy, w  którym łańcuch 
dokonujący inwazji jest umieszczony w większym rowku 
DNA nieuszkodzonej helisy DNA. Mutacje w  genie ko
dującym Rad51 są śmiertelne, w  przeciwieństwie do genu 
kodującego Rad52. Podobny efekt na przeżywalność ko
mórki, jak w  przypadku mutacji genu kodującego Rad51,

zaobserwowano dla genów kodujących inne białka systemu 
HRR: Rad51B, Rad51D, Rad50, M re ll  oraz N bsl [28,29]. 
Obserwacje te wskazują, że sprawny system rekombinacji 
homologicznej, w przeciwieństwie do SSA, jest niezbędny 
dla prawidłowego funkcjonowania komórki.

W napraw ie pęknięć dwuniciowych DNA przez rekom 
binację homologiczną jednoniciowy DNA dokonuje, p ro 
mowanej przez Rad51, inwazji na homologiczny fragm ent 
DNA. W procesie rekombinacji jako homolog wybierane 
są najczęściej siostrzane chrom atydy, a nie homologiczne 
chromosomy. W ynika to praw dopodobnie  z faktu bezpo
średniej bliskości uszkodzonej nici i siostrzanej chrom aty
dy [30], Ponadto napraw a pęknięć dwuniciow ych na m a
trycy DNA chrom osom u homologicznego może pow odo 
wać utratę heterozygotyczności poprzez delecję jednego z

Tabela 3. R odzina białek Rad51 w ystępująca u  d rożdży oraz człowieka.

Saccharomyces
cerezńsiae

Schizosaccharomyces
potnbe

Homo sapiens

Ortologi Rad51 Rhp51 Rad51

Paralogi Rad55 Rhp55 Rad51B

Rad57 Rhp57 Rad51C

DMC1 R lpl Rad51D

D m cl XRCC2

XRCC3

DMC1
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dw óch alleli tego samego genu prow adzącą do jego homo- 
zygotyczności. Proces ten może prow adzić do inaktywacji 
genów supresorow ych transformacji nowotworowej [31]. 
W arunkiem  niezbędnym  do w ytw orzenia trójniciowego 
kom pleksu synaptycznego jest aby od jednoniciowego 
zakończenia uszkodzonego DNA zostało odłączone RPA,

którego rola jest analogiczna do tej, jaką to białko spełnia w 
procesie SSA, a w jego miejsce przyłączone Rad51. Proces 
ten jest przeprow adzany  przez kompleks białkowy złożo
ny z paralogów  Rad51: Rad51B, Rad51C, Rad51D i XRCC2 
(Tabela 3) [32], Dzięki nim następuje przełam anie barie
ry energetycznej związanej z wyższym  pow inow actw em  

RPA niż Rad51 do jednoniciowego DNA. 
Oprócz tego kompleks zbudow any z paralo 
gów białka Rad51 um ożliwia w iązanie białka 
Rad51 z DNA w miejscach zawierających lukę 
w jednej nici DNA [33]. Ponieważ takie miejsca 
powstają w w yniku napraw y uszkodzeń DNA 
przez wycinanie nukleotydów  (NER), wydaje 
się praw dopodobne, że napraw a uszkodzeń 
w ywołanych na przykład przez związki sie
ciujące może odbywać się na drodze rekom bi
nacji homologicznej [33]. Hipotezę tę wydają 
się potwierdzać ostatnie doniesienia o s tym u
lacji rekombinacji homologicznej przez zw ią
zek sieciujący DNA — cisplatynę [34], Innym 
białkiem biorącym udział w procesie w iązania 
Rad51 z jednoniciowym fragm entem  DNA jest 
BRCA2, którego aktywność jest regulow ana 
przez białka anemii Falconiego [35].

Inwazja nici na homologiczny fragm ent 
DNA przeprow adzana przez Rad51 jest po 
tęgowana przez Rad54, należące do rodziny 
białek Swi2/Snf2, które mają zdolność p rzebu 
dow y chrom atyny [36]. Rad54 zmienia właści
wości topologiczne DNA przez w prow adzenie  
superskrętów, a aktywność zarówno Rad54 
jak i Rad51 jest regulowana przez jony w apnia 
[37], Kolejnym etapem  HRR jest synteza DNA 
na matrycy nieuszkodzonej cząsteczki DNA 
przeprow adzana na końcu 3'. Struktura Hol- 
lidaya powstała w wyniku inwazji uszkodzo 
nej nici, przesuw a się w zdłuż homologicznej 
cząsteczki DNA wraz z w ydłużaniem  jedno
niciowego końca 3' uszkodzonego fragm entu 
DNA. Jeśli ruch struktury Hollidaya odbyw a 
się w  kierunku syntezy nowej nici, to po do 
ścignięciu polimerazy następuje uwolnienie 
jednoniciowego fragm entu DNA, który jest 
homologiczny do sekwencji na drugim  końcu 
uszkodzonej cząsteczki DNA i może być na 
praw iany w procesie SSA. Końcowy produk t 
takiej napraw y, nie będzie pozbawiony części 
sekwencji, ponieważ jednoniciowy, nowosyn- 
tetyzowany odcinek DNA wykracza znacznie 
poza miejsce uszkodzenia. Tak p rzeprow a
dzona napraw a DSBs prow adzi do konwersji 
genu, która może pow odow ać utratę heterozy- 
gotyczności i przyczyniać się do rozwoju trans
formacji nowotworowej. Analiza sekwencji 
nukleotydowej w  miejscach napraw y pęknięć 
dw uniciowych wykazała obecność sekwencji 
tandem ow o powtórzonych, które powstają, 
gdy w ydłużony koniec 3' DNA jest nap raw ia 
ny z udziałem  białek systemu NHEJ [38], Jest 
to kolejny przykład współdziałania system ów 
napraw y uszkodzeń DNA (Ryc. 6).

Rycina 6. W spółdziałanie białek należących do różnych system ów napraw y DNA w  usuw aniu  
pęknięć dw uniciow ych DNA.

Rycina 7. N apraw a rekombinacyjna pęknięć dw uniciow ych (a), (b) NHEJ jest szybkim  systemem 
napraw y pęknięć dw uniciow ych, który pow oduje zm iany w  sekwencji naprawianej, (c) Końce DNA 
m ogą być nacinane przez egzonukleazę z wytw orzeniem  jednoniciowego zakończenia 3'. (d) Jeżeli w 
pobliżu miejsca uszkodzenia znajdują się sekwencje pow tórzone to służą jako sekwencje homologicz
ne w napraw ie SSA. W takim przypadku  fragm ent pom iędzy sekwencjami pow tórzonym i jest traco
ny. (e) Inwazja na hom ologiczny fragm ent D NA z w ytw orzeniem  pętli D. (f) w ydłużanie  pojedynczej 
nici m oże prow adzić do inwazji drugiej nici i powstania dwóch s truk tu r Hollidaya (HJ). Kolejnym 
etapem  jest przecięcie nici DNA w obrębie s truktury Hollidaya prow adzące do w ym iany nici (kolor 
niebieski) bądź konwersji genu (kolor czerwony), (g) wydłużanie pojedynczej nici m oże pow odow ać 
rozpad  struk tu ry  HJ. Jeśli w obrębie zsyntetyzowanej nici znajdują się sekwencje pow tórzone zacho
dzi połączenie końców  przez SSA (i), w  innym  przypadku uw olnione końce są łączone przez NHEJ 
(h). W w yniku tych zdarzeń  dochodzi do duplikacji (h) bądź utra ty  informacji genetycznej (i).
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W procesie alternatywnym  do uwolnienia wydłużanej 
nici, dochodzi do inwazji drugiego końca na homologicz
ny odcinek DNA z w ytw orzeniem  drugiej s truktury  Hol- 
lidaya. Powstający heterodupleks zawiera dw ie struktury 
Hollidaya, które mogą być rozłączane z lub bez crossing- 
over. Crossing-over powoduje wym ianę nici, podczas gdy 
napraw a bez niego prow adzi do konwersji genu (Ryc. 7). 
Ponieważ analiza produktów  rekombinacji homologicznej 
w odpow iedzi na podwójne pęknięcia DNA nie wykazała 
zjawiska wym iany siostrzanych chromatyd, SCE, zw iąza
nego z w ym ianą nici, m ożna przypuszczać, że głównym 
sposobem rozłączania heterodupleksów  DNA jest proces 
bez crossing-over [30].

BIAŁKA REKOMBINACJI HOMOLOGICZNEJ

M rell, Rad50, Nbsl

Białka M re ll ,  Rad50, N bsl wchodzące w skład komplek
su MRN są zbudowane odpowiednio z 708,1312 i 754 aa, a 
ich masa wynosi 81, 153 i 95 kDa. M re ll  występuje w ko
mórce w formie kompleksów multimerycznych i odpow ia
da za właściwości enzymatyczne kompleksu MRN. M re ll 
jest egzonukleazą 3'-5' modyfikującą dwuniciowy DNA 
oraz endonukleazą jednoniociowego DNA [39], Za właści
wości enzymatyczne M re ll  odpowiedzialne są cztery mo
tywy występujące w jego części N-końcowej oraz jony Mn2+ 
[39]. M re ll  wykazuje większe powinowactwo do jedno- w 
porównaniu z dwuniciowym DNA [40]. W połączeniu z 
białkami Rad50 i Nbsl, M re ll  otwiera struktury szpilki do 
włosów i rozwija dwuniciową helisę DNA. Ponadto biał
ko to pośredniczy w łączeniu dwóch komplementarnych, 
jednoniciowych nici DNA. Ta aktywność M re ll  zależy od 
obecności białka RPA [8],

Rad50 należy do rodziny białek biorących udział w utrzy
maniu struktury chromosomu (ang. structural maintenance of 
chromosome, SMC) [41]. Ma ono dwa motywy Walkera: A i B, 
które biorą udział w przyłączaniu i hydrolizie ATP. Do tej 
pory nie została wyjaśniona rola ATP w aktywności białka 
Rad50. Wyniki badań z użyciem drożdży sugerują, że MRX, 
odpowiednik kompleksu białkowego MRN człowieka, po 
przyłączeniu cząsteczki ATP do występującego u człowie
ka homologu białka Rad50 drożdży, wykazuje dodatkowe 
właściwości odcinania jednoniciowych końców 3' DNA [42]. 
Białko Rad50 tworzy dimer poprzez motyw Cys-XX-Cys, 
gdzie jako łącznik pomiędzy dwom a cysternami występuje 
cynk [43]. Z powstałym kompleksem białkowym złożonym 
z dwóch cząsteczek Rad50 wiąże się heterodimer M re ll  za 
pośrednictwem a-helikalnych domen białka Rad50 otacza
jących motyw Cys-XX-Cys. Tak powstały kompleks złożo
ny z dwóch cząsteczek Rad50 oraz dwóch cząsteczek M re ll 
ma dw a miejsca aktywne odpowiedzialne za wiązanie oraz 
przekształcanie końców DNA, dzięki czemu może zbliżać 
do siebie dw a uszkodzone końce DNA [43]. Analiza bioche
miczna białka N bsl wykazała istnienie trzech domen odpo
wiedzialnych za funkcje tego białka: części N-końcowej (aa 
1-196), centralnej (aa 278-343) oraz C-końcowej (aa 665-693). 
W części N-końcowej zidentyfikowano dwie domeny FHA 
oraz BRCT, które są odpowiedzialne za tworzenie skupisk 
zawierających białka naprawcze w miejscu uszkodzenia 
DNA oraz aktywację punktu kontrolnego fazy S [44], Cen

tralny region N bsl zawiera dw a miejsca fosforylacji przez 
kinazę ATM w odpowiedzi komórki na uszkodzenia DNA 
[45]. Domena C-końcowa białka NBS1 zapewnia kontakt z 
białkiem M re ll, jej inaktywacja prowadzi do nabycia przez 
komórkę nadwrażliwości na promieniowanie jonizujące 
oraz zaburza jądrową lokalizację kompleksu MRN [44], 
N bsl pełni rolę białka regulatorowego w MRN, które decy
duje o jego lokalizacji poprzez oddziaływanie z histonem y- 
H2AX, przekazywaniu sygnału od kinazy ATM i aktywacji 
enzymatycznej heterodupleksu M rell-Rad50 [46].

Rad51

Rad51 zbudow ane jest z 339 aa a jego masę oszacowa
no na 36,9 kDa. W białku tym  w yróżniono trzy domeny: 
długą dom enę N-końcową, dom enę centralną rdzenia oraz 
krótką dom enę C-końcową. Domena rdzenia zwiera dw a 
m otywy Walkera A i B. Rad51 wiąże się z dw uniciow ym  
oraz jednoniciowym  DNA, tworząc filamenty nukleobiał- 
kowe. Proces ten zależy od hydrolizy ATP i odbyw a się 
za pośrednictw em  regionów białka położonych w rejonie 
N-końcowym (aa 19-83). Rad51 odpow iada za inwazję nici 
oraz ich w ym ianę w procesie rekombinacji homologicznej 
[47]. W komórkach człowieka zidentyfikowano sześć ge
nów, których podobieństw o do genu kodującego Rad51 
pozwoliło zakwalifikować je do rodziny Rad51 (Tabela 3) 
[47], Ponadto mRNA białek z rodziny Rad51 może ulegać 
alternatyw nem u składaniu, co zwiększa ich liczebność. 
Geny kodujące białka rodziny Rad51 zostały zakwalifiko
wane jako paralogi genu Rad51, co oznacza, że pochodzą 
od wspólnego przodka. Do tej pory nasza w iedza o roli 
i funkcji większości białek z rodziny Rad51 jest niepełna. 
Wyniki badań z użyciem techniki dw u- i trzyhybrydowej 
sugerują, że paralogi Rad51 człowieka oddziałują ze sobą 
tworząc heterodupleksy [48]. Analiza zmian fenotypowych 
spow odow anych wyłączeniem genów kodujących paralo
gi Rad51 wskazuje, że białka te są niezbędne do zapew nie
nia prawidłowej rekombinacji homologicznej, aczkolwiek 
ich rola w tym procesie nie została do końca poznana. Wia
domo, że kompleks składający się z białek Rad51B-Rad51C 
ma zdolności w iązania z jednoniciowym DNA i proces 
ten uaktyw nia jego właściwości ATP-azy [49]. Kompleks 
Rad51B-Rad51C pośredniczy w przeprow adzanej przez 
białka Rad51/RPA  wym ianie nici. Rad51B wiąże się z jed
no- oraz dw uniciow ym  DNA w obecności jonów dw uw ar- 
tościowych i ma zdolności ATPazy zależnej od DNA. Po
nadto  białko to wiąże się ze strukturą  Hollidaya [32], Ko
mórki pozbawione genów kodujących Rad51C lub XRCC3 
wykazują zmniejszoną zdolność do rozcinania struktury  
Hollidaya w porów naniu  do komórek praw idłow ych [50], 
Oprócz tego rozcięcie struktury  Hollidaya przez helikazę 
BLM jest stym ulow ane przez kompleks Rad51D i XRCC2. 
Wyniki tych badań  sugerują, że paralogi Rad51 biorą 
udział w  końcowym  etapie rekombinacji homologicznej 
— rozcinaniu struktury  Hollidaya [51].

Rad51B, w przeciwieństwie do pozostałych paralogów 
Rad51, ma właściwości kinazy białkowej. Jego ekspresja jest 
indukow ana w odpowiedzi komórki na promieniowanie jo
nizujące oraz UV i powoduje zatrzymanie cyklu komórko
wego w fazie G l. Substratami dla Rad51B są p53, cyklina E, 
kinaza cdk2 oraz białka histonowe [52], Dane te wskazują,
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że Rad51 B może pełnić funkcje białka przekazującego syg
nał o uszkodzeniu DNA.

Analiza in silico sekwencji aminokwasowej Rad51D 
wskazuje na obecność w tym białku dom eny helisa-szpilka 
do włosów-helisa, HhH-GPD [53], Motyw ten jest charakte
rystyczny dla rodziny białek związanych z napraw ą uszko
dzeń DNA przez wycinanie zasad (BER) [54], Obserwacje 
te sugerują, że Rad51D może pełnić funkcje glikozylazy i 
P-liazy.

Rad52

Białko Rad52 jest zbudow ane z 418 aa, a analiza sekwen
cji aminokwasowej Rad52 pochodzącego od człowieka oraz 
myszy wykazała 50% podobieństwo, przede wszystkim w 
obszarze N-końcowym (aa 1-212). Region ten odpowiada za 
wiązanie Rad52 z jedno- i dwuniciowym DNA. Wyniki ba
dań z użyciem mikroskopii elektronowej sugerują, że Rad52 
wiąże się z jednoniciowym DNA poprzez strukturę pier
ścienia o średnicy około 10 nm. Kompleksy Rad52 tworzą 
z jednoniciowym DNA struktury przypominające koraliki 
na sznurku, których „koralik" jest zbudow any z 9 albo 16 
cząsteczek Rad52. W drugim  przypadku tworzenie s truktu 
ry pierścienia odbywa się przez połączenie 11 białek Rad52 
poprzez fragmenty N-końcowe, które są odpowiedzialne 
również za łączenie dwóch homologicznych pojedynczych 
nici DNA oraz przyłączenie kolejnych monomerów Rad52. 
W obrębie białka Rad52 zidentyfikowano drugą domenę 
odpowiedzialną za łączenie kolejnych cząsteczek. Znajdu
je się ona w części C-końcowej i praw dopodobnie służy do 
budow y struktur innych niż pierścień o średnicy 10 nm [55]. 
Ten region białka jest odpowiedzialny także za w ytworze
nie połączenia pomiędzy Rad51 a Rad52 [56], Białko Rad52 
uczestniczy w naprawie pęknięć dwuniciowych DNA w 
czasie transkrypcji, oddziałując z dw om a podjednostkami 
czynnika transkrypcyjnego TFIIH: Xpb oraz Xpd poprzez 
fragment C-końcowy, którego rola polega na zatrzymaniu 
transkrypcji i prom owaniu naprawy DSBs przez HRR [57], 
Hipotezę tą potwierdzają badania wskazujące na stym ula
cję rekombinacji homologicznej przez transkrypcję w ko
mórkach S. cerevisiae [58].

Rad54

Białko Rad54 o masie 83,4 kDa jest zbudow ane z 747 aa. 
Zidentyfikowano w nim siedem m otywów charakterystycz
nych dla białek o aktywności helikazy i ATPazy zależnej od 
DNA, należących do rodziny Swi2/Snf2. Do tej rodziny 
należą białka biorące udział w przebudowie chromatyny, 
segregacji chromosomów, regulacji transkrypcji, napraw y 
DNA oraz rekombinacji. Hydroliza ATP przez Rad54 jest 
konieczna dla procesu naprawy uszkodzeń DNA oraz re
kombinacji. Rad54 uczestniczy w inwazji homologicznej 
nici z wytworzeniem struktury pętli D. Energia uzyskana 
z hydrolizy ATP jest potrzebna do przekształcenia struktu 
ry DNA poprzez w prowadzenie ujemnych oraz dodatnich 
superskręceń [59], W prowadzenie ujemnych superskręceń 
prow adzi do lokalnej denaturacji i wytworzenia otwartej 
struktury DNA. Proces ten jest stymulowany przez białko 
Rad51 oraz kompleks złożony z Rad51 i RPA oraz ssDNA
[59]. Wyniki eksperymentów in vitro wskazują, że do inwa

zji nici na homologiczny fragment DNA i wytworzenia pętli 
D konieczne jest współdziałanie pomiędzy białkami Rad51 
i Rad54 [60]. Rad54 pełni dodatkową rolę w  rekombinacji 
homologicznej: przesuwa nukleosomy w zdłuż DNA, dzięki 
czemu zapewnia miejsce dla działania białek systemu HRR 
[61]. Proces ten zależy od hydrolizy cząsteczki ATP i jest 
wzmacniany przez obecność filamentów Rad51 umieszczo
nych na jednoniciowym DNA.

REGULACJA HRR

Rekombinacja homologiczna jest efektywnym i charak
teryzującym się wysoką dokładnością systemem naprawy 
uszkodzeń DNA. Napraw a w szlaku HRR wymaga jed
nak znacznie więcej czasu niż w systemie NHEJ. Czy jest 
to jedyny powód, dla którego większość DSBs jest napra
wiana przez NHEJ? Należy pamiętać, że HRR do naprawy 
potrzebuje nieuszkodzonego, homologicznego, dwunicio- 
wego fragmentu DNA. Siostrzane chromatydy, które służą 
jako matryca do odtworzenia DNA są obecne w komórce 
w późnej fazie S oraz G2, zatem w fazie GO oraz G1 cyklu 
komórkowego NHEJ będzie dominującym systemem na
prawy. Hipotezę tą potwierdzają doniesienia wskazujące, 
że właściwości kinazy kluczowego białka NHEJ, DNA-PK, 
oraz zdolności do formowania skupisk naprawczych są 
większe w fazie G1 niż w  pozostałych fazach cyklu komór
kowego [62,63]. Ponadto napraw a pęknięć dwuniciowych 
przez HRR zachodzi z największą efektywnością w późnej 
fazie S [64], Częstotliwość naprawy DSBs przez HRR była w 
tej fazie cyklu odpowiednio 39 oraz 24 razy większa niż w 
fazach M oraz G1/G0.

Kluczowym etapem, w którym komórka dokonuje w y
boru szlaku napraw y jest etap modyfikacji końców nici w 
miejscu uszkodzenia. Wybór systemu naprawy DSB u droż
dży pomiędzy HRR a NHEJ zależy od obecności w komórce 
kinazy zależnej od cykliny 1 (CDK1) [65], Stężenie tej kinazy 
jest największe w fazie S oraz G2, zatem w tych etapach cy
klu komórkowego do miejsca uszkodzenia będą docierać, 
za pośrednictwem kinazy CDK1, elementy białkowe syste
m u HRR. Zgodnie z inną hipotezą, o przewadze w komór
kach ssaków systemu NHEJ nad HR (i pośrednio wyborze 
drogi naprawy) decyduje okres czasu, który jest niezbędny 
do inicjacji pierwszego etapu rekombinacji homologicznej, 
czyli nacięcia nici z wytworzeniem wolnych końców 3'. 
Długi okres potrzebny na ten etap czyni wolne końce DNA 
dostępnymi dla składników systemu NHEJ, które mogą 
ubiegać białka HRR w naprawie uszkodzenia. Hipotezę tę 
potwierdzają wyniki badań sugerujące, że o wyborze drogi 
napraw y decyduje współzawodnictwo pomiędzy dwoma 
kluczowymi elementami systemów NHEJ oraz HRR: biał
kami Ku oraz Rad51.

NAPRAWA ZŁAMANYCH WIDEŁEK REPLIKACYJNYCH

Wyniki badań z zastosowaniem warunkowych m utan
tów Rad51 sugerują, że HRR jest systemem, który bierze 
udział w usuwaniu uszkodzeń DNA podczas replikacji. 
Komórki z wyłączonym genem Rad51 akumulowały pęk
nięcia DNA podczas pierwszej rundy replikacyjnej i cha
rakteryzowały się zatrzymaniem cyklu komórkowego w 
punkcie kontrolnym G 2/M  w odpowiedzi na uszkodzenia
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DNA. Wyniki tych badań sugerują, że spraw ny system HR 
jest odpowiedzialny za naprawę pęknięć DNA, które zda 
rzają się podczas fazy S cyklu komórkowego. Podwójne 
pęknięcia DNA podczas replikacji powstają w  przypadku 
napotkania przez widełki replikacyjne pęknięcia jednej nici. 
Takie uszkodzenia powoduje oddysocjowanie kompleksu 
replikacyjnego od DNA i rozpoczęcie replikacji DNA in
dukowanej pęknięciem (ang. break induced replication, BIR) 
zależnej od systemu HRR [66]. W odróżnieniu od napraw y 
dwuniciowego pęknięcia DNA, kiedy do dyspozycji syste
mu HRR są dwa końce DNA, BIR jest indukow ana przez 
jeden koniec DNA (Ryc. 8) [67], Wznowienie replikacji na 
stępuje po wypełnieniu luki w  potomnej cząsteczce DNA 
spowodowanej przerwaniem procesu replikacji i następu
jącej po tym zdarzeniu inwazji zakończenia uszkodzonego 
DNA na drugą homologiczną cząsteczkę DNA powstałą 
na nieuszkodzonej nici matrycowego DNA. Znaczna ilość 
zjawisk SCE zachodzących w komórkach z wyłączonymi 
genami kodującymi białka odpowiedzialne za napraw ę 
pęknięć jednoniciowych (XRCC1, PARP-1) sugeruje, że roz
cięcie jednej struktury Hollidaya powstałej podczas BIR na 
stępuje na drodze crossing-over i przebiega z wymianą nici
[68], N apraw a BIR odbywa się głównie z udziałem białka 
Rad51, aczkolwiek wyniki badań z wykorzystaniem droż
dży wskazują, że również białko Rad52 jest odpowiedzialne 
za naprawę około 5% zdarzeń BIR. Sugeruje się, że napra 
wa BIR z udziałem Rad52 może przebiegać w ściśle okre
ślonych, specyficznych regionach chromosomu i wym aga 
obecności białka Rad59 [66].

Rycina 8. N apraw a złam anych w idełek replikacyjnych przez HRR (napraw a z 
jednym  końcem DNA), (a) Widełki replikacyjne napotykają pęknięcie nici (b) 
jeden koniec DNA jest utw orzony po oddysocjowaniu kom pleksu replikacyjnego
(c) luka w  m atrycow ym  DNA zostaje wypełniona (kolor niebieski), koniec jest 
traw iony przez MRN z odsłonięciem jednej nici od strony 3' (kolor czerwony)
(d) inwazja nici na m atrycow y DNA z w ytw orzeniem  struk tu ry  HJ (e) rozcięcie 
HJ i odtw orzenie kom pleksu replikacyjnego. Efektem rozcięcia struk tu ry  HJ jest 
konwersja genu (kolor żółty) lub w ym iana nici (kolor zielony).

NAPRAWA WEWNĄTRZNICIOWYCH 
WIĄZAŃ KRZYŻOWYCH

Wiele związków dwufunkcyjnych tworzy wewnątrzni- 
ciowe wiązania krzyżowe. Tego rodzaju uszkodzenia DNA 
są usuw ane wspólnie przez systemy NER i HRR (Ryc. 9). 
Wiązania krzyżowe indukują pęknięcia DNA podczas repli
kacji DNA, praw dopodobnie z pow odu złamania widełek 
replikacyjnych oraz następującego po tym zdarzeniu ataku 
nukleaz. Kompleks XPF-ERCC1 degraduje jedną ze zw ią
zanych nici w  kierunku 3' —► 5' z w ytw orzeniem  adduktu  
przylegającego do DSB [69]. Powstała luka jest w ypełniana

Rycina 9. N apraw a adduktów  m iędzyniciow ych przez HRR oraz NER. W idełki 
replikacyjne po napotkaniu adduk tu  m iędzyniciow ego wycofują się poza obszar 
uszkodzenia. Egzonukleazy nacinają jedną uszkodzoną nić. Powstała przerw a w 
jednej nici DNA jest pow iększana przez kom pleks endonukleolityczny, a luka w 
cząsteczce DNA jest w ypełn iana p rzez polim erazę DNA. O dtw orzenie  w idełek 
replikacyjnych i ominięcie uszkodzonej zasady przez kom pleks replikacyjny na 
stępuje z udzia łem  białek system  HRR analogicznie jak w  p rzypadku  napraw y 
złam anych widełek replikacyjnych. U szkodzony n uk leotyd  zostaje wycięty p rzez 
NER.
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przez polimerazę DNA. W kolejnym etapie zachodzi napra 
wa BIR przeprow adzana przez białka HRR: Rad51, Rad52, 
XRCC2, XRCC3 oraz RPA [69]. Ostatnim etapem naprawy 
wiązań wewnątrzniciowych jest usunięcie adduktu  przez 
system NER.

NAPRAWA ZATRZYMANYCH 
WIDEŁEK REPLIKACYJNYCH

Cechą charakterystyczną komórek z uszkodzonymi 
genami kodującymi elementy systemu HRR jest oprócz 
wrażliwości na czynniki indukujące pęknięcia dwunicio- 
we, również nadwrażliwość na czynniki chemiczne, które 
zatrzymują widełki replikacyjne podczas semikonserwa- 
tywnej syntezy DNA. Ponadto czynniki blokujące ruch w i
dełek replikacyjnych indukują rekombinację homologiczną 
oraz powodują powstanie skupisk głównego białka HRR, 
Rad51 [70]. Hydroksymocznik jest związkiem, który zatrzy
muje widełki replikacyjne poprzez blokowanie aktywności 
reduktazy rybonukleotydowej, odpowiedzialnej za prze
kształcenie rybonukleotydów do dezoksyrybonukleoty- 
dów, których brak powoduje zatrzymanie syntezy DNA i 
powstanie pęknięć dwuniciowych w miejscu zatrzymania 
widełek replikacyjnych lub w ich pobliżu. Takie uszkodze
nia DNA są napraw iane przez HRR i NHEJ [70]. Pęknię
cia dwuniciowe DNA nie są obserwowane w komórkach 
poddanych inkubacji z dTTP: czynnikiem, który zmniejsza 
pulę dCTP w komórce i blokuje proces replikacji. W tym 
przypadku napraw a uszkodzeń DNA w pobliżu widełek 
replikacyjnych jest przeprowadzana tylko z udziałem syste
mu HRR. Wyniki tych obserwacji sugerują, że NHEJ bierze 
udział tylko w napraw ie uszkodzeń DNA, które zatrzymują 
widełki replikacyjne i zostają przekształcone w DSBs. Po
zostałe uszkodzenia są naprawiane przez rekombinację ho

mologiczną lub syntezę poprzez miejsce uszkodzenia (ang. 
trans-lesions synthesiś) lub jego ominięcie [71].

Naprawa zatrzymanych widełek replikacyjnych na dro
dze rekombinacji homologicznej zaczyna się od wycofania 
widełek z miejsca uszkodzenia (Ryc. 10). Powstała w ten 
sposób struktura przypomina kurzą łapkę (ang. chicken-foot) 
i jest analogiczna do struktury Hollidaya charakterystycznej 
dla procesu rekombinacji homologicznej. Wycofanie się wi
dełek replikacyjnych jest spowodowane najpraw dopodob
niej przez wzrost napięcia torsyjnego DNA po zatrzymaniu 
replikacji, ale jak dotąd brak jest danych eksperymentalnych 
potwierdzających tą hipotezę. Proces cofania widełek repli
kacyjnych dotyczy w pierwszej kolejności jednej nici, która 
może być substratem dla kompleksu o właściwościach en- 
donukleazy złożonego z białek M us81/Em el, który ulega 
aktywacji podczas zatrzymania widełek replikacyjnych 
[72]. Powstały produkt jest identyczny z tym, jaki powsta
je w  wyniku napraw y złamanych widełek replikacyjnych. 
Efektem tej napraw y jest zawsze wymiana nici na drodze 
rekombinacji homologicznej.

O dtworzenie widełek replikacyjnych ze struktury Hol
lidaya po całkowitym ich wycofaniu następuje poprzez 
przemieszczenie się rozgałęzienia lub rozcięcie struktury 
Hollidaya. Procesy te są kontrolowane przez białko p53 i 
wymagają udziału  białka BLM (przemieszczenie się roz
gałęzienia) lub kom pleksu białkowego złożonego z bia
łek Rad51/Rad54 (rozcięcie struktury Hollidaya) [73,74]. 
Przemieszczenie się rozgałęzienia jest połączone z syntezą 
DNA i napraw ą uszkodzonego DNA. Konsekwencją tego 
procesu jest wznowienie replikacji bez rekombinacji i za
chowanie stabilności genomu. Rozcięcie struktury Hol
lidaya może przebiegać z w ytw orzeniem  pęknięcia nici i

jednego końca DNA lub też w 
sposób klasyczny połączony z 
w ytw orzeniem  drugiej struk
tury Hollidaya. W pierwszym  
przypadku prow adzi to do 
wznowienia replikacji, analo
gicznie jak przy napraw ie BIR 
z użyciem jednego końca DNA 
przez białka systemu HRR. 
Ponieważ proces ten generu 
je pęknięcie DNA, które może 
spow odow ać śmierć komórki, u 
eukariontów faworyzowana jest 
druga forma napraw y z w ytw o
rzeniem drugiej pary struktury 
Hollidaya. W ynikiem jej zawsze 
jest konwersja genu, która może 
powodować niestabilność ge
nomu. W ybór drogi napraw y 
znajduje się pod kontrolą białka 
p53, które jest uznaw ane po 
wszechnie za strażnika integral
ności genomu, m iędzy innymi 
poprzez faworyzowanie w zno
wienia procesu replikacji przez 
białko BLM po zatrzym aniu w i
dełek replikacyjnych. Dlatego w 
wielu komórkach nowotworo-

Rycina 10. N apraw a zatrzym anych w idełek replikacyjnych przez HRR. (a) W idełki replikacyjne napotykają uszkodze
nie DNA (b) U szkodzenie DNA pow oduje zatrzym anie w idełek replikacyjnych w miejscu uszkodzenia (c) Uszkodzenie 
m oże być przekształcane w pęknięcie, kierując napraw ę na drogę napraw y indukow anej pęknięciem (BIR) (d) W idełki 
replikacyjne m ogą wycofać się z miejsca uszkodzenia tworząc s trukturę  kurzej łapki. Taka s truktura  p rzypom ina s truk tu 
rę H ollidaya (HJ) (e), k tóra może być rozcinana (f), a następnie z udziałem  białek HR są od tw arzane w idełki replikacyjne 
(g), (h) przesuw anie  s truk tu ry  Hollidaya m oże pow odow ać inwazję drugiej nici z w ytw orzeniem  dw óch HJ. Ich rozcięcie 
p row adzi do konwersji genu.
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Tabela 4. Substraty oraz p rodukty  szlaku napraw y uszkodzeń DNA przez rekombinację homologiczną.

1 Czynnik uszkadzający Uszkodzenia DNA Szlak napraw y Produkt rekombinacji

Prom ieniowanie jonizujące, enzym y 
restrykcyjne, Inhibitory topoizom erazy II

Kam ptotecyna (inhibitor topoizom erazy I)

Pęknięcie dw uniciow e z 
dw om a końcami 

Zakończenie nici DNA 
(jeden koniec DNA)

HRR, NHEJ 

HRR, NHEJ

Delecja, konwersja 
genu, duplikacje

SCE, delecje

Hydroksym ocznik, tym idyna Zatrzym ane w idełki replikacyjne HR SCE, konwersja genu

wych pozbawionych praw idłow ego białka p53 obserwuje 
się wysoki stopień niestabilności genomowej, do którego 
przyczynia się również proces wznowienia replikacji po 
napraw ie uszkodzenia w szlaku HRR.

Uszkodzenia DNA, które powodują zatrzymanie wi
dełek replikacyjnych są również naprawiane z udziałem 
szlaku zależnego od białka Rad6. Centralną rolę w tym sy
stemie naprawy pełnią u drożdży białka Sgsl oraz Srs2. U 
drożdży zidentyfikowano ponadto kolejną drogę naprawy 
uszkodzeń DNA powodujących zatrzymanie widełek re
plikacyjnych zależną od białka Mgsl. Najprawdopodobniej 
obydwie drogi naprawy występują również w komórkach 
ssaków, gdzie zidentyfikowano odpowiedniki drożdżo- 
wych białek Sgsl oraz Mgsl.

Substraty oraz produkty systemu napraw y uszkodzeń 
DNA przez rekombinację homologiczną przedstawiono w 
tabeli 4.

CHOROBY CZŁOWIEKA ZWIĄZANE 
Z ZABURZENIAMI HRR

Prawidłowa naprawa pęknięć dwuniciowych jest w arun 
kiem koniecznym integralności genomu. Nienaprawione, 
bądź błędnie naprawione DSBs, mogą być przyczyną rea- 
ranżacji chromosomalnych, takich jak translokacje, insercje, 
delecje, które z kolei mogą prowadzić do transformacji no
wotworowej poprzez zmiany w protoonkogenach, genach 
supresorowych i mutatorowych, a także poprzez ekspresję 
onkogennych białek fuzyjnych. Komórki z mutacjami w 
genach kodujących białka systemu HRR oraz genach bia
łek pełniących funkcje regulatorowe charakteryzują się 
niestabilnością genomową oraz zwiększoną wrażliwością 
na czynniki uszkadzające DNA w stosunku do komórek 
prawidłowych (Tabela 5). Zaburzenia napraw y pęknięć 
dwuniciowych DNA zaobserwowano u osób, u których zi
dentyfikowano autosomalne zespoły chorobowe przedsta
wione w tabeli 6. U osób tych obserwuje się bezwład mięśni, 
zaburzenia funkcjonowania układu odpornościowego oraz 
wysokie prawdopodobieństwo wystąpienia wielu nowo
tworów złośliwych [2].

Zwiększone ryzyko zachorowania na nowotwory może 
być również bezpośrednim efektem mutacji genów kodu
jących białka systemu HRR. Przykładem nowotworu, u 
podłoża którego są zmiany w sekwencji genu uczestniczą
cego w naprawie DSB przez HRR jest rak piersi, którego jed
ną z przyczyn są mutacje genów kodujących białka BRCA1 
i BRCA2. Również mutacje w innych genach kodujących 
kluczowe białka HRR (Rad51, Rad52, Rad54 i Rad54B) zo
stały powiązane z wystąpieniem nowotworów, aczkolwiek

Tabela 5. Fenotyp m utantów  ze zm ienionym i genam i kodującymi białka biorące 
udział w  napraw ie pęknięć dw uniciow ych przez rekombinację homologiczną.

Rad51

Rad52

Rad54

XRCC2,
XRCC3

Rnd50

M re ll

NBS1

Fenotyp m utantów

Mutacja letalna w  etapie zarodkow ym  

Zmniejszona wydajność napraw y DSBs przez HRR

Komórki w rażliw e na prom ieniowanie, zmniejszona 
wydajność rekombinacji homologicznej

Komórki w rażliw e na związki sieciujące

Komórki w rażliw e na prom ieniow anie, zmniejszona 
wydajność rekombinacji homologicznej

Mutacja śm iertelna na etapie zarodka 

Komórki w rażliw e na prom ieniow anie

Tabela 6. Zespoły chorobowe charakteryzujące się nadw rażliwością na czynniki 
uszkadzające DNA oraz niestabilnością genom u.

Zespół

Ataxia telangiectasia

Zespół podobny do 
Ataxia telangiectasia

Zespół Nijmegen

Anem ia Falconiego

Zespół Blooma

Zespół W ernera

Zespół Rothm unda- 
Thomsona

Skrót Białko W rażliwość

AT ATM 

ATLD M re ll 

NBS NBS1

prom ieniow anie 
jonizujące (IR)

IR

IR

FA

BS

WS

RTS

IR + czyn
niki wytwarzające 

FANCD2 wiązania
m iędzyniciowe 
DNA '

BLM

WRN

IR + MMS

IR+ inhibitory 
topoizom erazy 1

RECQL4 ?

Tabela 7. N ow otw ory  charakteryzujące się translokacjami chrom osom ów.

N ow otw ór Skrót Translokacja Białko fuzyjne

t(8;14)(q24;q32) M Y C/IgH 

CML t(9;22) (q34;ll) BCR-ABL

Chłoniak Burkitta BL

Przewlekła białaczka 
szpikow a 

Desm oplastyczny
now otw ór drobno- DSRCT t(ll;22)(p l3 ;q l2) EWS/WT1 
okrągłokom órkowy

w tym przypadku ten związek nie jest tak bezpośredni jak 
w przypadku BRCA1 [75],
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Innym przykładem nowotworów, których przyczyną są 
zaburzenia HRR są nowotwory spowodowane przez trans- 
lokacje fragmentów chromosomów. Najczęstszą przyczyną 
takich translokacji jest nieefektywna napraw a pęknięć dw u 
niciowych DNA. Do takich chorób zalicza się między inny
mi szereg białaczek i chłoniaków (Tabela 7).

UWAGI KOŃCOWE

Rekombinacja homologiczna jest procesem, którego 
właściwe działanie jest niezbędne dla prawidłowego funk
cjonowania komórki, między innymi poprzez udział w 
napraw ie dwuniciowych pęknięć DNA, stanowiących bar
dzo poważne zagrożenie dla komórki i całego organizmu. 
Głównymi funkcjami systemu napraw y DNA przez rekom 
binację homologiczną jest zapewnienie prawidłowej segre
gacji chromosomów w czasie mejozy oraz napraw a pęknięć 
dwuniciowych. Wszystkie czynniki powodujące powstanie 
DSBs aktywują systemy napraw y HRR, SSA i NHEJ. Wy
niki dotychczasowych badań wskazują jednak, że system 
HRR, w  przeciwieństwie do NHEJ, jest pobudzany nie tylko 
w odpow iedzi na czynniki powodujące powstanie DSBs, ale 
również szereg czynników o innym działaniu na DNA. HRR 
jest aktywowany przez związki alkilujące, jony metali cięż
kich, promieniowanie UV czy związki sieciujące. Czynniki 
te nie zawsze m uszą wywoływać DSBs, nawet pośrednio i 
wtórnie. A zatem czy praw dą jest, że rekombinacja homolo
giczna jest systemem, który naprawia pęknięcia dwunicio- 
we DNA? Wszystkie związki aktywujące rekombinację ho
mologiczną mogą interferować z procesem replikacji i tym 
samym aktywować HRR. Nie można jednak wykluczyć, że 
system rekombinacji jest związany z napraw ą szerszej gamy 
uszkodzeń DNA, niż do tej pory sądziliśmy. Napraw a pęk
nięć dwuniciowych z dwom a końcami przez rekombinację 
homologiczną, napraw a pęknięć dwuniciowych z jednym 
końcem czy też naprawa zatrzymanych widełek replika- 
cyjnych to przecież trzy odmienne mechanizmy naprawy, 
różniące się od siebie zarówno czynnikiem sprawczym, 
mechanizmem naprawy, jak i końcowym produktem. W 
najbliższym czasie główny kierunek badań powinien skon
centrować się na identyfikacji wszystkich składników po
znanych do tej pory szlaków napraw y uszkodzeń DNA z 
udziałem  białek HRR oraz wzajemnych powiązaniach po
między białkami uczestniczącymi w naprawie uszkodzeń 
DNA. Rosnąca ilość doniesień o aktywacji składników HRR 
przez szereg czynników o heterogennym charakterze che
micznym powinna skłonić do poszukiwania ewentualnych 
nowych szlaków napraw y uszkodzeń DNA wywołanych 
przez te związki z udziałem systemu rekombinacji hom o
logicznej.
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ABSTRACT
DN A  double-strand breaks (DSBs) are the most serious DN A damage. Due to a great variety of factors causing DSBs, the efficacy of their re
pair is crucial for the cell's functioning and prevents DNA fragmentation, chromosomal translocation and deletion. In mammalian cells DSBs 
can be repaired by non-homologous end joining (NHEJ), homologous recombination (HRR) and single strand annealing (SSA). HRR can be 
divided into the first and second phase. The first phase is initiated by sensor proteins belonging to the MRN complex, that activate the ATM  
protein which target HRR proteins to obtain the second response phase - repair. HRR is precise because it utilizes a non-damaged hom ologous  
DN A  fragment as a template. The key players of HRR in mammalian cells are MRN, RPA, Rad51 and its paralogs, Rad52 and Rad54.
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Słow a kluczow e: kom pleks IL-6/sIL6R,
sgpl30 , konwersja receptorów , zapalenie, infil
tracja, apoptoza, chem okiny

W ykaz skrótów: CBM — dom ena wiążąca ligand 
(ang. cytokine binding module)', CXCR4 — receptor 
chem okin  CXC typu  4; ENA-78 — epitelialny peptyd  
aktyw ujący neutrofile (ang. epithelial neutrophil-acti
vating peptide-78); FLIP — białka ham ujące kaspazę 
8; FND — dom ena podobna do  fibronektyny typu 
III (ang. fibronectin-like domain); GCP-2 — białko che- 
m otaktyczne dla granulocytów (ang. granulocyte che- 
motactic protein-2); GRO-a — onkogen zw iązany ze 
w zrostem  (ang. growth-factor oncogen-a); HBV — w i
rus  zapalenia w ątroby typu B (ang. hepatitis B virus); 
HCV — w irus zapalenia w ątroby typu C (ang. hepa
titis C virus); IFN-y — interferon gamma; IGD — do
m ena  im m unoglobulinopodobna (ang. immunoglobu- 
lin-like domain); IL-6 — interleukina 6; IP-10 — białko 
indukow ane  przez interferon (ang. interferon inducible 
protein); M APK — kinaza MAP; MCP-1 — białko che- 
m otaktyczne d la  monocytów (ang. monocyte chemoat- 
tractant protein-1); PIAS — białkowe inhibitory aktyw 
nych ST AT (ang. proteins inhibitors of activated ST  AT); 
PM N  — leukocyty krw i o jądrach segm entow anych 
(ang. polymorphonuclear cells); RZS — reum atoidalne 
zapalenie  staw ów ; SDF-1 — czynnik pochodzący z 
kom órek zrębow ych (ang. stromal cell-derived factor- 
1); sgp l30  — rozpuszczalna form a receptora gpl30; 
SHP2 — fosfataza fosfotyrozyny zawierająca dom enę 
SH2 (ang. SH2-domain containing phosphotyrosine pho
sphatase); sIL-6R — rozpuszczalny receptor dla IL-6; 
SOCS — inhibitory sygnału cytokinowego (ang. su
ppressors o f cytokine signaling); STAT — czynniki tran- 
skrypcyjne; TNF-a — czynnik m artw icy now otw oru 
(ang. tumor necrosis factor a); WZJG — wrzodziejące 
zapalenie  jelita grubego

STRESZCZENIE

Kompleks IL-6/sIL-6R należy do jednego z najbardziej plejotropowych układów ligand- 
receptor. Poprzez regulację migracji a także apoptozy leukocytów, odgrywa on kluczową 

rolę w  modulowaniu procesu zapalnego. Z jednej strony, przyczynia się do wyciszenia ostrej 
reakcji zapalnej, warunkując tym samym utrzymanie homeostazy organizmu. Z drugiej, jest 
głównym  czynnikiem odpowiedzialnym za jej przekształcenie w  reakcję chroniczną, leżącą 
u podłoża patogenezy przewlekłych chorób zapalnych. Niniejsza praca przedstawia aktual
ny stan wiedzy na temat budowy, funkcji, mechanizmów powstawania oraz działania kom
pleksu IL-6/sIL-6R i jego naturalnego inhibitora sgpl30 w e wspomnianych procesach.

WPROWADZENIE

Zapalenie ostre jest zespołem reakcji wywołanych uszkodzeniem tkanek, 
procesem krzepnięcia i uczynnieniem układu dopełniacza, któremu towarzyszy 
wzrost przepływu krwi, wzrost przepuszczalności naczyń krwionośnych oraz 
akumulacja leukocytów w miejscu zranienia. Jest to złożony proces wieloczyn- 
nikowy, na który składa się współistnienie i współdziałanie licznych aktywato
rów i inhibitorów. Te biologicznie czynne substancje regulują odpow iedź orga
nizmu na czynniki uszkadzające lub drażniące pochodzenia zewnętrznego lub 
wewnętrznego [1,2]. Konsekwencją zapalenia jest zazwyczaj korzystny i ściśle 
czasowo określony proces, mający na celu eliminację szkodliwego czynnika oraz 
przywrócenie integralności uszkodzonej tkanki. W warunkach nieprawidło
wych jednakże proces ten przybiera postać reakcji przewlekłej, która prowadzi 
do zwłóknienia i martwicy, a w  efekcie do nieodwracalnej przebudowy struktu 
ry i funkcji danej tkanki.

Do zapaleń ostrych prowadzą typowe infekcje bakteryjne, zranienia i stłucze
nia, do przewlekłych natomiast: długotrwałe zakażenie patogenami w ew nątrz
komórkowymi np. Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Helicobacter 
pylori, Leishmania donowani itp, wirusami hepatotropowym i np. HBV i HCV, d łu 
gotrwała ekspozycja na czynniki fizyczne o małej toksyczności (np. sylikon) a 
także reakcje autoimmunologiczne czy alergiczne.

Osiągnięcia ostatnich kilku lat ujawniły wiele z mechanizmów molekularnych 
leżących u podłoża rozwoju zapalenia. Celem niniejszego artykułu jest próba 
odpowiedzi na trzy nurtujące pytania: 1) W którym momencie niewątpliwie ko
rzystny proces zapalny przechodzi w stan patologiczny o przedłużonej manife
stacji klinicznej; 2) Jaką rolę w regulacji tego zjawiska pełni kompleks IL-6/sIL- 
6R oraz receptor sgpl30; 3) Jaki jest związek opisywanego układu z patogenezą 
wybranych przewlekłych chorób zapalnych.

INTERLEUKINA 6 (IL-6)

IL-6 jest plejotropową interleukiną należącą do rodziny cytokin IL-6, uw al
nianą między innymi przez monocyty, makrofagi, limfocyty T i B, komórki 
śródbłonka, fibroblasty, komórki dendrytyczne, osteoblasty, keratynocyty oraz 
astrocyty. Wielokierunkowość jej oddziaływań polega na modulacji wielu zja
wisk fizjologicznych jak choćby proliferacji, różnicowania czy apoptozy. Efek
ty wszechstronnych działań IL-6 zaobserwować można w centralnym układzie 
nerwowym, układzie immunologicznym ale też w  procesach krwiotworzenia, 
nowotworzenia, metabolizmu kości czy wreszcie w  reakcji zapalnej. Ze względu 
na szerokie spektrum  działania, funkcjonowanie IL-6 stało się układem m odelo
w ym  wielu mediatorów sygnalizacji międzykomórkowej.

Gen kodujący IL-6 o długości 5 kb składa się z 5 eksonów oraz 4 intronów i jest 
zlokalizowany na krótkim ramieniu chromosomu 7 (7p21). Sekwencja amino- 
kwasowa obejmuje 212 reszt i zawiera 27-aminokwasowy peptyd sygnalny oraz
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dw a potencjalne miejsca N-glikozylacji. Struktura krystalo
graficzna białka wykazała istnienie dwóch przeciwbieżnie 
ułożonych par, zawierających ściśle upakow ane a  helisy, o 
długości od 15 do 22 aminokwasów każda, nazwanych A-B, 
C -D  i wykazujących orientację góra-góra-dół-dół oraz istnie
nie trzeciej krótszej pętli zawierającej dwie przeciwbieżne 
helisy B-C.

IL-6 posiada swoje homologi w zakresie sekwencji ami- 
nokwasowej u ponad 12 gatunków kręgowców, z wyjąt
kiem ryb. Również ludzki wirus z rodzaju Herpes 8, będą
cy czynnikiem etiologicznym mięsaka Kaposiego, koduje 
funkcjonalny homolog tej cytokiny o nazwie vIL-6 [3,4]

KOMPLEKS RECEPTORA INTERLEUKINY-6

RECEPTORY BŁONOW E: IL -6R a I g p l3 0

W układzie klasycznym IL-6 oddziałuje poprzez specy
ficzny multimeryczny kompleks receptora, który składa się 
z dwóch transbłonowych glikoprotein. Pierwszą stanowi 
niesygnalny receptor IL-6Ra znany również jako podjed- 
nostka a  IL-6R, gp80 czy CD126. Nie uczestniczy on bez
pośrednio w aktywacji komórki zaś jego podstaw ow a funk
cja sprowadza się do związania swoistego liganda. Drugą 
glikoproteiną jest gpl30 (synonimy: podjednostka p IL-6R, 
IL-6Rp, CD130), odpowiedzialny za uruchomienie we
wnątrzkomórkowych szlaków przekazywania sygnału do 
aktywacji [4],

W regionie zew nątrzkom órkow ym , receptory IL-6Ra i 
gp l30 składają się z dom eny im m unoglobulinopodobnej 
IGD przy N-końcu oraz z tak zwanej dom eny wiążącej li- 
gand CBM zawierającej dw a charakterystyczne motywy: 
m otyw 4 cystein (CCCC) oraz zachowaną sekwencję Trp- 
Ser-X-Trp-Ser (WSXWS), gdzie X oznacza dow olny am ino
kwas. Składowa gpl30 posiada dodatkow o w tym regio
nie 3 dom eny podobne do fibronektyny typu III, położone 
najbliżej błony komórkowej. Taka lokalizacja wskazuje na 
stabilizującą funkcję dom en fibronektynopodobnych dla 
powstających w trakcie pobudzenia receptorowych kom 
pleksów. Domena cytoplazmatyczna IL-6Ra jest krótka, 
składa się z 82 am inokwasów i nie bierze udziału w trans- 
dukcji sygnału komórkowego. Domena cytoplazm atyczna 
gpl30  jest znacznie dłuższa, i podobnie jak w przypadku 
innych receptorów dla cytokin, znajdują się w  niej regiony 
wiążące cytoplazmatyczną kinazę tyrozynow ą JAK oraz 
sekwencje niezbędne do aktywacji białek SHP2 (motyw 
YSTV) i białek ST ATI (motyw YXPQ) oraz STAT3 (motyw 
YXXQ). Porównanie struktury  obu receptorów przedsta 
wia rycina 1.

Receptor gpl30 odpowiada również za przekazanie syg
nału wewnątrzkomórkowego po pobudzeniu przez pozo
stałe cytokiny zgrupow ane w obrębie rodziny IL-6, a mia
nowicie IL-11, rzęskowy czynnik neurotrofowy (CNTF), 
kardiotropinę (CT-1), czynnik hamujący białaczkę (LIF), on- 
kostatynę M (OSM). Należy podkreślić, iż aktywacja całego 
kompleksu receptorowego jest albo wynikiem tworzenia się 
hom odim erów z dwóch receptorów gpl30 (dotyczy IL-6 i 
IL-11), bądź skutkiem formowania heterodimerów pomię
dzy gp!30, a strukturalnie podobnymi, chociaż słabiej eks-

g p i30

Rycina 1. Struktura  receptorów  IL-6R i gp l30  interleukiny 6, Y — miejsca fosfo
rylacji reszt tyrozyny [4].

presjonowanymi receptorami LIF-R[3 (po zadziałaniu LIF, 
OSM, CT-1) lub OSMRp (po zadziałaniu OSM) [5].

Scenariusz interakcji pomiędzy IL-6 a jej zakotwiczonym 
w błonie kompleksem receptora przedstawia się następu 
jąco: 1) IL-6 (epitop I) po połączeniu z IL-6Ra tworzy he- 
terodimer; 2) heterodimer IL-6/IL-6Ra za pośrednictwem 
epitopu II w obrębie IL-6 łączy się z domeną wiążącą ligand 
obecną w gpl30, tworząc trzy cząsteczkowy kompleks o ste
chiometrii 1:1:1, niezdolny jeszcze do przekazania sygnału 
do wnętrza komórki; 3) dopiero dw a heterotrimery IL-6/ 
IL-6Ra/gpl30, w których każda cząsteczka gpl30 łączy się 
równocześnie z dwom a cząsteczkami IL-6 (region dom eny 
CBM gpl30 wiąże epitop II jednej IL-6, zaś region dom eny 
IGD gpl30 wiąże epitop III drugiej IL-6) umożliwiają po 
wstanie kompletnego i stabilnego heksameru (4 receptory,
2 ligandy) zdolnego zainicjować przeniesienie sygnału do 
aktywacji [3,4,6,7],

RECEPTORY ROZPUSZCZALNE: sIL-6R I sgpl30

Analogicznie do innych receptorów cytokin, oba recep
tory dla IL-6 mogą występować w formach rozpuszczal
nych. Rozpuszczalny receptor sIL-6R występuje pod posta
cią dwóch izoform: DS-sIL-6R i PC-sIL-6R. Do powstania 
pierwszej z nich dochodzi w drodze alternatywnego skła
dania mRNA. Jego konsekwencją na poziomie translacji jest 
wprow adzenie w odcinku C-końcowym nowej sekwencji 
złożonej z 10 reszt aminokwasowych GSRRRGSCGL oraz 
usunięcie eksonu kodującego domenę transbłonową re
ceptora. Druga izoforma powstaje poprzez proteolityczne 
odcięcie regionu zewnątrzkomórkowego błonowego recep
tora bezpośrednio z powierzchni komórki w procesie tzw. 
ograniczonej proteolizy. Odcięcie to ma miejsce pom iędzy 
resztą Gin w pozycji 357 a resztą Asn w pozycji 358 i jest 
przeprow adzane przy udziale zależnych od cynku konwer- 
taz TNF-a, należących do rodziny metaloproteaz ADAM 
(ang. a disintegrin and metalloproteinase) [8,9], Dodatkowo, w 
odróżnieniu od DS-sIL-6R, generowanie izoformy PC-sIL- 
6R jest ściśle związane z mobilizacją w środowisku jonów 
Ca2+. Wynika stąd, że obydwa mechanizmy prowadzące do 
powstania wspomnianych izoform są regulowane odm ien
nie [10]. Proces złuszczania receptora IL-6Ra z powierzchni 
komórki (neutrofilów) może zostać zainicjowany przez tok-
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syny bakteryjne, formylowane peptydy bakteryjne, białka 
C-reaktywne oraz przez IL-8 [11].

Drugi z rozpuszczalnych receptorów — sgpl30, wystę
puje w  w arunkach fizjologicznych w  stosunkowo dużym  
stężeniu (100-300 ng/m l). Pomimo, iż in vitro, wykazano 
powstawanie sgpl30 na drodze ograniczonej proteolizy re
ceptora błonowego, większość badaczy podkreśla istotniej
szy potencjał biologiczny tych izoform, które są wynikiem 
odmiennego składania mRNA. Dotychczas in vivo udało się 
zidentyfikować 3 alternatywne warianty mRNA, ulegające 
translacji do 3 izoform sgpl30 o masach: 90 kDa, 110 kDa i 
50 kDa. Dwie pierwsze hamują funkcję IL-6 oraz pozosta
łych cytokin z tej rodziny [12]. Trzecia, skrócona izoforma o 
nazwie gpl30-RAPS (z ang. gplSO of the rheumatoid arthritis 
antigenic peptide-bearing soluble form) jest jednym z autoan- 
tygenów w reumatoidalnym zapaleniu stawów (RZS). W 
odcinku C-końcowym, posiada ona unikalną sekwencję 
Asn-Ile-Ala-Ser-Phe (NIASF). Sekwencja NIASF indukuje 
powstawanie autoprzeciwciał, których produkcja jest sko
relowana z aktywnością choroby. Co więcej, przeciwciała 
te u pacjentów z RZS neutralizują funkcję hamującą gpl30- 
RASP skierowaną przeciwko IL-6 [13].

INDUKOWANE IL-6 SZLAKI PRZEKAZYWANIA SYGNAŁU

Przyłączenie IL-6 do IL-6Ra indukuje dimeryzację gpl30. 
Autofosforylacja pięciu z sześciu reszt tyrozynowych w czę
ści cytoplazmatycznej gpl30 przez kinazę JAK, konstytu
tywnie związaną za pośrednictwem dwóch regionów typu 
Box, jest w ym agana do aktywacji dwóch głównych szlaków 
przekaźnikowych, a mianowicie SHP2/ERK MAPK i STAT 
1/3. W przypadku pierwszego z nich, do umożliwienia aso
cjacji z receptorem, rekrutowanej z cytoplazmy fosfatazy 
SHP2, konieczna jest fosforylacja reszty tyrozynowej poło
żonej najbliżej błony komórkowej. Dalsza fosforylacja tejże 
fosfatazy sprzyja połączeniu się z nią innego białka adapte 
rowego, związanego z receptorem czynnika wzrostu Grb2 
(ang. growth factor receptor-bound protein-2). Jest ono konsty
tutywnie związane z czynnikiem wymiany Sos (wymiana 
GDP/GTP). Utworzenie takiego kompleksu ułatwia przyłą
czenie do niego białka Ras oraz jego aktywację (powstanie 
Ras-GTP), a w konsekwencji aktywację kinazy ERK. Fosfo
rylacja tyrozyny w białku SHP2 może także prowadzić do 
powstania kompleksu z białkami adapterow ym i G a b l /2  
oraz z podjednostką regulatorową p85 kinazy 3' fosfatydy- 
loinozytolu (kinaza PI3). Skutkiem utworzenia trójskładni
kowego kompleksu SH P2/G abl/P I3K  jest uruchomienie 
szlaku z udziałem kinazy serynowo-treoninowej Akt, który 
kontroluje podatność komórek na apoptozę. Istnieje także 
możliwość włączenia się powyższego kompleksu w szlak 
Ras/ERK MAPK.

Drugi ze wspomnianych szlaków przekazywania sygna
łu wykorzystuje czynniki transkrypcyjne STAT1/3. Białka 
te wiążą się do czterech ufosforylowanych m otywów syg
nalnych: dwóch YXPQ i dwóch YXXQ, a następnie po włas
nej fosforylacji przez kinazę JAK tworzą homo- bądź hete- 
rodimery: STAT1-STAT1, STAT3-STAT3, STAT1-STAT3. 
Dimery te ulegają natychmiastowej translokacji do jądra, 
gdzie dochodzi do aktywacji docelowych genów. Czte
ry wspom niane motywy uczestniczące w wiązaniu białek

Rycina 2. Indukow ane IL-6 szlaki przekazyw ania sygnału do jądra [zmienione 
w g 4,5],____________________________________________________________________

STAT nie są sobie równocenne. Wykazano, że leżące dalej 
od błony komórkowej motywy YXPQ, zawierające tyrozy
ny w  pozycji Y905 i Y915, umożliwiają silniejszą aktywację 
białek STAT (chodzi o silniejsze wiązanie DNA oraz silniej
szą aktywację genu promotorowego), aniżeli zlokalizowane 
proksymalnie motywy YXXQ (Y767 i Y814), (Ryc. 2).

Mechanizmy negatywnej regulacji opisanych szlaków 
sygnalizacyjnych obejmują między innymi udział cytopla- 
zmatycznych inhibitorów PIAS, których asocjacja ze zak- 
tywowanymi czynnikami STAT uniemożliwia ich dime
ryzację i przemieszczanie do jądra. Drugą grupę stanowią 
tzw. supresory sygnalizacji cytokin SOCS1/3, a zarazem 
inhibitory kinaz JAK. Skutkiem zależnej od STAT3 indukcji 
wspom nianych supresorów jest z jednej strony ham ow a
nie fosforylacji gpl30, STAT1 i STAT3, z drugiej natomiast 
przeprow adzana w proteasomach degradacja składowych 
aktywnego kompleksu receptorowego [4,5,14].

KONWERSJA RECEPTORÓW Z UDZIAŁEM 
KOMPLEKSU IL-6/SIL-6R

Podczas gdy gpl30 występuje we wszystkich typach ko
mórek, IL-6Ra ulega ekspresji w  ograniczonej ich liczbie, 
w szczególności zaś w  hepatocytach, neutrofilach mono- 
cytach/m akrofagach i niektórych limfocytach. Co cieka
we, stosunkowo silna ekspresja IL-6Ra na neutrofilach nie 
idzie w parze z jego obserwowaną aktywnością biologiczną. 
Przyjmuje się zatem, że klasyczny receptor zakotwiczony w 
błonie stanowi w dużym  stopniu źródło swojej rozpusz
czalnej formy. Jej obecność jest niezbędna do prawidłowego 
funkcjonowania interleukiny 6. Receptor sIL-6R nie tylko 
bowiem wiąże IL-6, dzięki czemu chroni ją przed degrada
cją enzymatyczną, ale także wzm aga działanie tej cytokiny, 
tworząc wraz z nią kompleks o wysokim powinowactwie, 
który poprzez interakcję z gpl30 inicjuje komórkowe szla
ki sygnalizacyjne. Dzięki takiej strategii, umożliwiającej 
przezwyciężenie limitującego w pływ u ograniczonej liczby 
podjednostek a  na powierzchni komórek, efekty biologicz
ne wywoływane przez IL-6 zostają spotęgowane. W efekcie, 
wielkocząsteczkowy kompleks IL-6/sIL-6R ma zdolność
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aktywacji również tych komórek, które są pozbawione 
receptora IL-6Ra, a co za tym idzie, same nie są w stanie 
zareagować na IL-6. Jako przykład modelowy można przy
toczyć umożliwienie reakcji na IL-6 komórkom śródbłonka 
w yposażonym  jedynie w gpl30, w obecności generowane
go przez neutrofile sIL-6R. Do innych komórek pozbawio
nych błonowego receptora IL-6Ra należą hematopoetyczne 
komórki progenitorowe, osteoklasty, komórki nerwowe, 
limfocyty T czy komórki mięśni gładkich [15].

Nabycie nowych funkcji biologicznych przez kompleks 
IL-6/sIL-6R umożliwia zmiany fenotypu różnych komórek. 
Ilustruje to choćby uzyskanie przez aktywowane komórki 
śródbłonka zdolności do produkcji chemokiny MCP-1. Pro
ces ten, nazw any konwersją receptorów (z ang. receptor con
version or transsignaling), został ujęty w  ramy tzw. modelu 
konwersji receptorów, według którego funkcjonują również 
inne cytokiny, np. IL-11 czy IL-12. W modelu tym kompleks 
utw orzony pomiędzy określoną cytokiną i rozpuszczalną 
formą jej receptora działa na komórki docelowe jako cy- 
tokina o nowo zdefiniowanej specyficzności [16]. Opisany 
mechanizm przyczynia się zatem do generowania funkcjo
nalnej różnorodności cytokin — w naszym przypadku IL-6, 
(Ryc. 3A i 3B).

SGP130 JAKO INHIBITOR UKŁADU IL-6/SIL-6R

N aturalnym  i selektywnym inhibitorem odpowiedzi za
inicjowanej przez kompleks IL-6/sIL-6R jest rozpuszczalny

receptor sgpl30. Mechanizm antagonistycznego działania 
tego receptora opiera się na fakcie, że wiąże on wyłącznie 
IL-6 będącą w kompleksie z sIL-6R, Dochodzi wówczas do 
powstania heterotrimeru IL-6/sIL-6R/sgpl30, niezdolne
go do pobudzenia jakichkolwiek komórek. Można zatem 
powiedzieć, że aktywność sgpl30 w supresji odpowiedzi 
kierowanej przez IL-6 jest warunkow ana obecnością kom 
pleksów IL-6/sIL-6R.

Ponieważ zarówno błonowa jak i rozpuszczalna forma 
receptora gpl30 w  rów nym  stopniu reagują z komplek
sem IL-6/sIL-6R, w przypadku nadm iaru w środowisku 
tej drugiej, wspom niany kompleks zostaje zablokowany. 
W w arunkach prawidłowych surowicze stężenie sgpl30 
(250-350 ng /m l)  blisko 6-krotnie przewyższa poziom sIL- 
6R (około 50 ng/m l). Ponadto surowicze stężenia zarówno 
sgpl30 jak i sIL-6R są stosunkowo stabilne i ulegają zazwy
czaj nie większemu niż dw ukrotnem u wzrostowi w  w arun 
kach choroby. Dla porównania stężenie IL-6 kształtujące się 
w p g /m l podczas choroby wzrasta 1000x. Na podstawie 
analizy fizykochemicznej można wywnioskować, że na
wet przy bardzo wysokim poziomie IL-6 (5 ng /m l), ponad 
98% kompleksów IL-6/sIL-6R zostanie zneutralizowanych 
przez sgpl30. Przypuszczalnie więc, ewolucja opisywanej 
pary rozpuszczalnych receptorów szła w kierunku, który 
umożliwił wyhamowanie nadmiernej systemowej odpo
wiedzi immunologicznej kierowanej przez IL-6. Podsum o
wując, chociaż sgpl30 nie może blokować zależnej od IL-6 
aktywacji komórek posiadających błonowy receptor IL-6R, 
w obecności sIL-6R ulegają wzmocnieniu właściwości an- 
tagonistyczne tego receptora [17,18]. Ta cecha sgpl30 sta
wia go w kategoriach skutecznego i specyficznego czynni
ka terapeutycznego, który hamuje aktywność IL-6 jedynie 
w  trakcie konwersji receptorów, nie interferuje natomiast 
z klasycznym szlakiem aktywacji z jej udziałem (Ryc. 3C),
[19].

Rycina 3. Rola kom pleksu IL-6/sIL-6R i sgpl30  w  aktywacji kom órki [zmienione 
w g  9]: A — klasyczny szlak aktywacji, B — proces konwersji receptorów; C — h a 
mująca rola sgpl30.

ROLA KOMPLEKSU IL-6/sIL~6R W PRZEKSZTAŁCENIU 
ZAPALENIA OSTREGO W POSTAĆ PRZEWLEKŁĄ

REGULACJA REKRUTACJI LEUKOCYTÓW

Udział kompleksów IL-6/sIL-6R w procesie tranzycji po
między ostrym a przedłużonym  stanem zapalnym jest nie
odzownie związany z pełnioną przez nie funkcją kontrolną 
w procesie rekrutacji określonych populacji komórek do og
niska zapalnego. Ów charakterystyczny wzór infiltracji ce
chuje się początkowym napływem neutrofilów, później zaś 
monocytów i limfocytów (Ryc. 4). Etapy progresji reakcji 
zapalnej, od fazy ostrej do chronicznej, zostały prześledzo
ne w  trakcie badań monitorujących rozwój leukocytarnego 
nacieku w przebiegu indukowanego, bakteryjnego zapa
lenia otrzewnej u myszy jak również z wykorzystaniem 
otrzewnowych komórek mezotelialnych człowieka [20,21]. 
Zgodnie z nimi, w następstwie infekcji w  początkowej fa
zie zapalenia, komórki zrębowe rezydujące w tkankach 
(komórki śródbłonka, fibroblasty czy makrofagi) w  odpo
wiedzi na cytokiny o wzmożonych właściwościach zapal
nych, tj. IL-1(3, TNF-a oraz IL-6, uwalniają chemokiny IL-8 i 
GRO-a. Obie chemokiny będąc silnymi chemoatraktantami 
neutrofilów biorą czynny udział w ich rekrutacji do ogniska 
zapalnego. Mogą indukować również proces złuszczania 
receptorów IL-6Ra z powierzchni napływających komórek,
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Rycina 4. Rola kom pleksu IL-6/ sIL-6R w  kluczowych etapach w arunkujących 
przejście od fazy ostrej do fazy chronicznej reakcji zapalnej.

co prowadzi do lokalnego wzrostu stężenia rozpuszczalnej 
formy sIL-6R. Zjawisko to sprzyja powstawaniu komplek
sów IL-6/sIL-6R, które drogą konwersji receptorów mają 
zdolność aktywacji komórek rezydujących w tkankach. 
Jest to o tyle istotne, że rezydenci tkanek często nie posia
dają funkcjonalnego receptora IL-6R, samoistnie nie są więc 
zdolni do reakcji na IL-6. Skutkiem wspomnianego zjawiska 
jest modulacja ekspresji określonych chemokin zapalnych 
w  komórkach stromy. I tak zahamowana zostaje produk
cja początkowo uwalnianych chemokin z rodziny CXC z 
motywem ELR, a mianowicie GRO-a i IL-8. Wzmocnieniu 
natomiast ulega synteza, działającej na monocyty i zakty- 
wowane limfocyty T, chemokiny z rodziny CC tj. MCP-1. 
Opisywane zjawisko wydaje się być specyficzne wyłącznie 
w odniesieniu do niektórych chemokin CXC ELR+. Podobnej 
supresji nie obserwuje się bowiem ani w przypadku synte
zy innych chemokin tej grupy, np. ENA-78, GCP-2, ani tym 
bardziej w stosunku do chemokin CXC pozbawionych mo
tywu ELR — takich jak np. IP-10. Skutkiem zainicjowanej 
przez kompleks IL-6/sIL-6R jakościowej zmiany w syntezie 
chemokin w ognisku zapalnym jest zahamowanie dalszego 
napływu neutrofilów oraz równoczesne uruchomienie mo
bilizacji monocytów, później zaś także limfocytów. Mamy tu 
do czynienia z przejściem od akumulacji leukocytów PMN 
— głównie neutrofilów, będących podstawą wrodzonej od 
powiedzi immunologicznej, do akumulacji komórek jedno- 
jądrzastych, charakterystycznych dla odporności nabytej.

Ponieważ neutrofile należą do kluczowych komórek 
wczesnej fazy zapalenia, muszą cechować się czasową zdol
nością do wzmożonej produkcji wielu mediatorów tego 
procesu. W niezaktywowanych, spoczynkowych neutrofi- 
lach transkrypty mRNA dla receptora IL-6Ra syntyzowane 
są konstytutywnie, przy czym nie wykrywa się proporcjo
nalnej ilości samego białka. Po aktywacji komórki dochodzi 
do wzmożonego procesu translacji przy równoczesnym 
braku pojawiania się nowych transkryptów. Kinetyka kon
stytutywnej ekspresji genu nie koreluje więc z kinetyką po
wstawania gotowego już produktu białkowego. Sugeruje 
to, iż regulacja ekspresji genu dla IL-6Ra w dużej mierze za
chodzi na poziomie translacji, przy wykorzystaniu mRNA 
nagromadzonego uprzednio w komórce w wyniku konsty
tutywnej transkrypcji. Potwierdziły to doświadczenia, w 
których produkcja białka IL-6Ra nie ulegała osłabieniu w 
obecności aktynomycyny D (związek blokujący transkryp
cję), ulegała natomiast zahamowaniu wobec cykloheksy- 
midu (związek blokujący translację). Dominującą frakcję

owego konstytutywnego mRNA stanowią te transkrypty, z 
których powstaje transbłonowy receptor a z niego izofor- 
ma PC-sIL-6R. Dopiero pozostała, niewielka część mRNA 
wykorzystana zostaje do syntezy izoformy DS-sIL-6R. Pro
ces translacji receptora IL-6Ra, zainicjowany przez sygna
ły dostarczane z zewnątrz, np. przez czynnik aktywujący 
płytki krwi, lipopolisacharyd czy TNF-a, jest regulowany 
przy udziale wewnątrzkomórkowej kinazy mTOR (z ang. 
mammalian target of rapamycin). Świadczy o tym fakt zablo
kowania translacji po zastosowaniu inhibitora tejże kinazy 
— bakteryjnego makrolidu — rapamycyny. Ogromną zale
tą kontroli ekspresji IL-6Ra na poziomie translacji jest m oż
liwość szybkiej syntezy białka nie wymagającej w  danym  
momencie generowania nowych transkryptów mRNA, jego 
dojrzewania oraz transportu z jądra do cytoplazmy. Nie 
można jednakże wykluczyć udziału innych mechanizmów 
kontrolnych w om awianym  przypadku, jako że kontrola 
białek o tak szerokiej aktywności biologicznej regulowana 
jest na wielu etapach ich syntezy [22].

Funkcja efektorowa autokrynnie i parakrynnie działającej 
IL-6 w  kooperacji z sIL-6R, polega także na wzmocnieniu, 
kluczowego w procesie infiltracji limfocytów, etapu adhezji. 
Jest on pośrednio wynikiem stresu cieplnego zainicjowane
go przez silne endogenne pirogeny: IL-ip, TNF-a oraz samą 
IL-6. Zjawisko infiltracji limfocytów nieodzownie łączy się z 
garniturem ekspresjonowanych na ich powierzchni L-selek- 
tyn. Dlatego w modyfikacji powinowactwa oraz zachłanno
ści właśnie tych cząsteczek adhezyjnych należy upatrywać 
nowo-nabytych zdolności do adhezji. W tym aspekcie „ak
tywowane termicznie" kompleksy IL-6/sIL-6R, działając 
na limfocyty, powodują amplifikację zależnej od L-selektyn 
adhezji tych komórek [23],

REGULACJA APOPTOZY LEUKOCYTÓW

W ognisku zapalnym dochodzi do stopniowego zastę
powania nacieku neutrofilowego przez monocytarno-lim- 
focytarny. Jest ono nie tylko skutkiem regulacji ekspresji 
zapalnych chemokin, ale także nieodłączną konsekwencją 
lokalnie zachodzącej apoptozy i fagocytozy — procesów 
prowadzących do kontrolowanego ubywania neutrofilów 
(Ryc. 4). Aktywne usuwanie wyeksploatowanych i obum ar
łych neutrofilów jest istotne, ponieważ będąc źródłem reak
tywnych form tlenu oraz szeregu bakteriobójczych białek, 
mogłyby być silnie toksyczne dla otaczających tkanek [24]. 
Udział kompleksu IL-6/sIL-6R wraz z IFN-y w urucho
mieniu apoptozy komórek PMN potwierdziły badania Mc- 
Loughlin i wsp. [25]. Przy użyciu eksperymentalnego m o
delu zapalenia otrzewnej wykazano, że u myszy knock-out z 
defektem syntezy IL-6 (IL-6'7') lub IFN-y (IFN-y7-), odsetek 
komórek PMN podlegających apoptozie był o blisko 50% 
niższy aniżeli u myszy szczepu dzikiego (IL-6+/+). Ponow
ne uruchomienie apoptozy u myszy IF N -y7', do poziomu 
obserwowanego u szczepu dzikiego, nastąpiło dopiero po 
podaniu białka fuzyjnego HYPER-IL-6. Zawierało ono połą
czone polipeptydowym  linkerem domeny IL-6 i sIL-6R od 
powiedzialne za kluczowe funkcje biologiczne. Cechowało 
się też 100-1000-krotnie wyższą aktywnością w porów na
niu z naturalnym  kompleksem IL-6/sIL-6R. Pozwoliło to 
przypuszczać, że aktywny kompleks IL-6/sIL-6R promuje 
program owaną śmierć leukocytów PMN. Wniosek ten po
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twierdziły kolejne doświadczenia z użyciem naturalnego 
inhibitora sgpl30, którego dootrzewnowe podanie myszom 
szczepu dzikiego istotnie blokowało aktywację kaspazy-3 
nazywanej egzekutorem apoptozy, a ponadto redukowało 
ilość PMN wchodzących w jej wczesny etap. Dotychczas 
niewiadomo, czy kompleks IL-6/sIL-6R aktywuje również 
inne białka uczestniczące w indukcji apoptozy, jak np. biał
ko Bax.

Powyższe obserwacje na temat roli kom pleksu IL-6/sIL- 
6R w prom ow aniu  apoptozy komórek PMN, zachodzącej 
w  trakcie ostrego zapalenia, kontrastują z antyapoptotycz- 
ną aktywnością wspom nianego kom pleksu w stosunku do 
komórek jednojądrzastych. Do modelowych przykładów  
zalicza się mechanizm leżący u podłoża podtrzym yw ania 
przewlekłego stanu zapalnego w takich chorobach chro
nicznych jak choroba Crohna czy RZS. Obejmuje on in 
dukcję przez kompleks IL-6/sIL-6R antyapoptotycznych 
białek regulatorowych Bcl-2 i Bcl-Xj odpow iedzialnych 
w komórce za u trzym anie integralności błony mitochon
drialnej. W konsekwencji wzmożonej ekspresji genów 
bcl-2 i bcl-x, nadających kom órkom  fenotyp oporności na 
apoptozę, dochodzi do szkodliwego nagrom adzenia dużej 
liczby autoreaktyw nych limfocytów TCD4+ oraz TCD8+ w 
zmienionej chorobowo tkance [26,27]. Również sama IL-6 
uczestniczy w negatywnej regulacji apoptozy limfocytów 
T poprzez Fas-zależne m odulow anie syntezy inhibitorów 
zarów no początkowego (FLIP) jak i środkowego (Bcl-2, 
Bcl-X,) etapu tego szlaku. W ykazany na podstaw ie analizy 
mRNA brak różnic w ekspresji genów kodujących białka 
proapoptotyczne jak Bax oraz antyapoptotyczne jak Bcl-2, 
Bcl-X, sugeruje potranslacyjną regulację tych białek [28]. 
Chociaż zaham ow anie apoptozy przyczynia się do aku 
mulacji komórek T w ognisku zapalnym , nie jest to jedyny 
mechanizm. Kluczową rolę odgrywają także procesy indu 
kowane przez fibroblasty, szczególnie te z udziałem  pro 
dukow anego przez nie TGF-(3. Prow adzą one do zw ięk
szenia na powierzchni w spom nianych komórek ekspresji 
receptora chemokinowego CXCR4. Towarzyszy temu rów 
noczesne zwiększenie sekrecji chemokiny SDF-1 z kom ó
rek zrębowych. W następstwie interakcji SDF-1 z CXCR4 
dochodzi do „przełączania" leukocytów z fenotypu kom ó
rek migrujących na fenotyp komórek stacjonarnych, na 

tychmiast po ich wejściu do zmienionej chorobowo tkanki 
[29], Zarów no tego zagadnienia, jak i roli wzmagającego 
żywotność leukocytów IFN-p, z przyczyn ram owych nie 
uw zględniono przy om awianiu niewłaściwej ich akum u
lacji. Zdolność kompleksu IL-6/sIL-6R do uruchom ienia 
szlaków biochemicznych, prowadzących zarów no do 
nasilenia jak i wyciszenia programowanej śmierci w od 
m iennych populacjach leukocytów, wydaje się odgrywać 
strategiczną rolę w procesie tranzycji pom iędzy ostrym  a 
przewlekłym  stanem zapalnym. W takim ujęciu przeciw 
staw ne sygnały generowane przez opisywany kompleks w 
w arunkach fizjologicznych indukują apoptozę leukocytów 
PMN, w stanach chronicznych natom iast zabezpieczają 
przed tym  procesem leukocyty jednojądrzaste.

UDZIAŁ KOMPLEKSU IL-6/sIL-6R W 
PRZEWLEKŁYCH CHOROBACH ZAPALNYCH

IL-6 w raz z sIL-6R należą do kluczowych regulatorów 
zapalenia jako procesu fizjologicznego, w  którym termina- 
cja reakcji zapalnej obejmuje czasowo ograniczoną tranzy- 
cję z wrodzonej do nabytej odpow iedzi immunologicznej. 
W tym aspekcie chroniczność takiej reakcji, uw arunkow ana 
po części nadm ierną produkcją elementów opisywanego 
układu, stanowi nieodłączny element patologii wielu cho
rób. Pomimo odmiennej patogenezy, patofizjologii i kliniki 
wielu jednostek chorobowych, sekwencja zdarzeń p row a
dząca do rozwoju zapalenia przewlekłego jest podobna. 
Procesy patologiczne obejmujące nadm ierną aktywację 
śródbłonka, rekrutację komórek zapalnych przy zaburzo
nych mechanizmach ich eliminacji oraz rozregulowanie 
sieci cytokinowej, wpisują się w ogólny schemat zapalenia. 
W zmożona aktywność kom pleksu IL-6/sIL-6R istotnie 
przyczynia się do rozwoju wielu przewlekłych chorób, w 
tym  choroby Alzheimera, RZS, zapalenia kości i stawów, 
stw ardnienia rozsianego, tocznia układowo-rum ieniowa- 
tego, przewlekłych nieswoistych zapaleń jelit, astmy czy 
przewlekłych zapaleń wątroby [30]. W ybrane dane na ten 
tem at zebrano w tabeli 1. Ponieważ najbardziej zaaw anso
w ane badania kliniczne potwierdzają udział IL-6 i sIL-6R 
w  patogenezie chorób reum atoidalnych oraz nieswoistych 
zapaleń jelit, tym schorzeniom poświęcono szczególną 
uwagę.

Tabela 1. Udział IL6 i sIL-6R w  zaostrzeniach w ybranych przew lekłych chorób zapalnych.

Schorzenie IL-6/sIL6R Literatura

RZS
surowiczy poziom  IL-6 i sIL-6R jest istotnie w yższy u  pacjentów w  porów naniu 
do grupy kontrolnej i koreluje z aktyw ną postacią choroby

[53,54]

choroba Stilla istotnie podw yższony poziom  IL-6i sIL-6R jest skorelow any z zaostrzeniem  choroby [36,37]

choroba Crohna
podw yższony poziom  IL-6/sIL-6R oraz deficyt sgp l30  w ykryto w  surowicy oraz 
w  tkance jelita, podczas aktywnej postaci choroby; udział w  patogenezie

[55,56]

WZJG udow odniono zw iązek pom iędzy w zrostem  stężenia IL-6 i sIL-6R a patogenezą [47,48]

choroba Gravesa-Basedova zaobserw ow ano znacząco podw yższone surow icze stężenia IL-6 i sIL-6R w  porów naniu do kontroli [57]

sarkoidoza
w ykazano zw iększony poziom  system owego i lokalnego stężenia 
sIL-6R w trakcie śródm iąższow ego zapalenia płuc

[58]

układow a skleroderm a poziom  sIL-6R koreluje z ciężkością zw łóknienia płuc towarzyszącego chorobie [59]

stw ardnienie rozsiane
istotnie w yższe stężenie sIL-6R i sgpl30 w  surow icy oraz w  płynie 
m ózgow o-rdzeniow ym  koreluje z ciężką fazą choroby

[60,61]

Postępy Biochemii 52 (2) 2006 199http://rcin.org.pl



IL-6/sIL-6R W CHOROBACH TKANKI ŁĄCZNEJ

Szeroko udokum entow ano udział kompleksu IL-6/ 
sIL-6R w patomechanizmach leżących u podłoża rozwoju 
uogólnionych chorób tkanki łącznej, takich jak RZS oraz 
choroba Stilla (układowa postać młodzieńczego przewle
kłego zapalenia stawów). W ich przebiegu dochodzi do 
niszczenia struktur stawowych i okołostawowych, z moż
liwością powikłań narządowych. Obie choroby mają podło
że immunologiczne. Cechuje je nadmierna akumulacja au- 
toreaktywnych klonów limfocytów T oraz makrofagów w 
płynie maziowym torebek stawowych. Przyczyny dom inu
jącego tropizmu tkankowego charakteryzującego konkret
ną reakcję zapalną oraz etiopatogeneza prowadząca do jej 
powstania, pozostają niejasne [31]. Bezsporna jest rola IL-6 
w tzw. eksperymentalnie indukowanych chorobach auto- 
immunologicznych, a mianowicie w zapaleniach stawów 
indukowanych antygenem bądź kolagenem typu II [32- 
34], Udowodniony został również udział jej receptorowego 
kompleksu w spontanicznie powstającej chorobie autoim- 
munologicznej. U mysich mutantów, substytucja tyrozyny 
fenyloalaniną w receptorze gpl30 w pozycji 759 — współ
tworzącej miejsce wiązania fosfatazy SHP2 — prowadziła 
do rozwoju zapalenia stawów na tle autoimmunologicz- 
nym. Procesowi towarzyszyła produkcja autoprzeciwciał 
oraz akumulacja zaktywowanych limfocytów T. Była ona 
wynikiem wzmożonego zahamowania apoptozy w  obecno
ści IL-6. Tak więc punktowa mutacja receptora cytokinowe- 
go należącego do układu IL-6, spontanicznie uruchamiała 
proces chorobowy [35].

Udział sIL-6R w raz z IL-6 w patogenezie reum ato i
dalnego zapalenia staw ów  dow iedziono w oparciu o: a) 
pozytyw ną korelację pom iędzy zw iększonym  stężeniem 
sIL-6R i IL-6 w płynie m aziow ym  a ciężkim stopniem  de 
strukcji stawów, b) większą odporność m yszy z delecją 
w genie kodującym  IL-6 na zapalenie, w m ysim  m odelu 
zapalenia staw ów  — cechował ją zarów no defekt syntezy 
MCP-1 jak i rekrutacji leukocytów jednojądrzastych w y 
posażonych w  receptor CCR2, tym  sam ym  nie dochodzi
ło do progresji choroby, c) klinicznie istotną redukcję sta 
nu zapalnego po zastosow aniu naturalnego antagonisty 
sgp l30  lub przeciwciał neutralizujących, specyficznych 
w zględem  IL-6 i / lu b  IL-6R, d) indukow aną przez IL-6 i 
sIL-6R sekrecję 3-kolagenazy przez osteoblasy, p row a
dzącą do degradacji macierzy budującej kości, e) indukcję 
syntezy antyapoptotycznych białek regulatorow ych Bcl-2 
i Bcl-X, [15,30].

Równie dobitnie efekty prozapalnych działań IL-6/ 
sIL-6R w idoczne są w chorobie Stilla nazywanej też „cho
robą zależną od sIL-6R" [30]. Kliniczne objawy tej choro
by takie jak wysoka gorączka, wysypka, trom bocytoza, 
leukocytoza czy hepatosplenom egalia, stanow ią niemal 
idealne odzw ierciedlenie sym ptom ów  w yw oływ anych 
przez IL-6, które cechują bardzo silną reakcję ostrej fazy. 
Podobnie jak w przypadku  RZS, nadm ierna  produkcja 
IL-6 oraz sIL-6R jest skorelow ana pozytyw nie z aktyw ną 
postacią choroby, w tym ze stopniem  natężenia objawów 
stawowych, ustępuje zaś podczas jej remisji [36,37], Z na
ne są genetycznie uw arunkow ane różnice w odpow iedzi 
IL-6 na liczne bodźce zapalne. W sekwencji prom otoro-

wej genu kodującego IL-6 stw ierdzono istnienie po lim or
fizmu punktow ego G /C . Obecność guaniny w  pozycji 
-174, w arunkując silniejszą ekspresję IL-6 sprzyja w y 
stąpieniu  choroby. Z kolei allel niosący cytozynę (-174C) 
wydaje się zmniejszać to ryzyko. W ykazano sta tystycz
nie istotnie niższą częstość w ystępow ania w arian tu  genu 
(-174C) w populacji dzieci chorych w  po rów nan iu  ze 
zdrow ym i [38,39].

Konwencjonalne m etody stosowane w terapii cho
rób reum atoidalnych niekiedy są mało skuteczne [40], 
W takich przypadkach, jeśli jest to możliwe, do leczenia 
w prow adza się im m unomodulację. Wiąże się to z poszu 
kiwaniem nowych, skutecznych czynników terapeutycz
nych, szczególnie w śród antagonistów receptorów  inter- 
leukinowych, których ligandy są kluczowe dla rozwoju 
procesu zapalnego. G łównym, a zarazem realnym  celem 
współczesnych terapii, jest minimalizacja lub eliminacja 
klinicznych objawów choroby. Na listę już istniejących 
antagonistów TNF-a czy IL-1, o ugruntowanej pozycji te
rapeutycznej [31], ostatnio w pisano także m onoklonalne 
przeciwciała specyficzne względem  zarów no błonowej jak 
i rozpuszczalnej formy receptora IL-6R. Są to wysokiej ja
kości chimeryczne przeciwciała o słabej im m unogenności, 
działające jako inhibitory kompetycyjne. Jak celny był to 
w ybór świadczy fakt, iż po wielce obiecujących badaniach 
podstawowych, zastosowano je w badaniach klinicznych. 
W latach 2001-2002 w Japonii oraz Europie p rzep row a
dzone zostały random izow ane badania kliniczne I i II fazy 
z zastosowaniem  odpow iednio  dobranych prób kontrol
nych oraz placebo. Objęto nimi odpow iednio 164 i 359 pa 
cjentów z RZS słabo podatnych na standardow e metody 
leczenia. Po trzymiesięcznej terapii w  obydw u grupach u 
ponad 50% pacjentów zaobserw ow ano remisję. Jej kryte
rium  było osiągnięcie co najmniej 20% popraw y głównych 
w skaźników chorobowych (klinicznych oraz laboratoryj
nych), zdefiniowanych przez Amerykańskie Tow arzystw o 
Reumatologiczne. Dotychczasowe badania kliniczne po 
twierdziły skuteczność stosowania przeciwciał anty-IL-6R 
w terapii RZS. W ykazały rów nież brak istotnych działań 
niepożądanych [41-43]. Jeszcze lepsze efekty terapeutycz
ne zaobserw ow ano w trakcie najnowszych badań  klinicz
nych u dzieci cierpiących na chorobę Stilla, „opo rną"  na 
długotrw ałą kortykoterapię. Dostarczyły one kolejnych 
dow odów , iż zablokowanie procesu konwersji receptorów 
przy udziale opisanych przeciwciał m onoklonalnych pro 
w adzi do znacznego złagodzenia objawów chorobowych 
[44-46],

IL-6/sIL-6R W NIESWOISTYCH ZAPALENIACH JELIT

Równie dobitnie udział kom pleksu IL-6/sIL-6R został 
potw ierdzony w przewlekłych zapalnych chorobach jelit 
o wieloczynnikowej etiologii. Choroba Crohna (zapalenie 
dotyczy jelita krętego, okrężnicy, czasem cienkiego) oraz 
wrzodziejące zapalenie jelita grubego (WZJG) reprezen tu 
ją heterogenną grupę fenotypowo podobnych zaburzeń. 
Etiopatogeneza wspom nianych jednostek chorobowych 
obejmuje nadreaktyw ność układu immunologicznego 
w stosunku do mikroflory jelitowej, czemu tow arzyszy 
zwiększone w ytw arzanie prozapalnych cytokin. W w yn i
ku toczącego się procesu zapalnego w  ścianie jelita, docho
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dzi do uszkodzenia funkcjonowania bariery śluzówkowej. 
Efektem tego są powstające zmiany patologiczne o charak
terze nieciągłym (choroba Crochna) lub ciągłym (WZ]G). 
Limfocyty T, w blaszce właściwej jelita objętego procesem 
zapalnym , produkują znaczne ilości IL-6 i sIL-6R. Jest to 
istotnie skorelowane z aktywnością choroby [47], Kluczo
w ym  czynnikiem w zaostrzonej fazie choroby Crohna oraz 
WZJG jest oporność autoreaktyw nych limfocytów TCD4+ 
oraz TCD8+ na apoptozę. Jest to konsekwencja aktywacji 
przez kompleks IL-6/sIL-6R czynnika STAT3 i dalej zależ
nego od niego zwiększenia ekspresji antyapoptotycznych 
genów bcl-2 i bcl-x [48], N iedaw no zostały przeprow adzo 
ne pierwsze pilotażowe, random izow ane i kontrolowane 
badania, w których wdrożenie do leczenia aktywnej po 
staci choroby Crohna przeciwciał anty-IL-6R, przyniosło 
w ym ierne korzyści terapeutyczne poprzez normalizację 
objawów klinicznych oraz m arkerów laboratoryjnych, w 
tym rów nież m arkerów badanego układu [49],

UWAGI KOŃCOWE

Kompleks IL-6/sIL-6R należy do jednego z głównych 
czynników uczestniczących w transformacji odpowiedzi za
palnej. Jego wzmożona aktywność jest silnie skorelowana z 
zaostrzeniem wielu przewlekłych chorób. Niezaprzeczalny 
kliniczny sukces terapii opartych na jego neutralizacji, z w y
korzystaniem przeciwciał anty-IL-6R, zachęca do kontynu
acji podjętej strategii leczenia tego typu schorzeń. Dodatko
wym  rozwiązaniem może być neutralizacja wspomnianego 
kompleksu przez sgp 130. Jej pomyślne rezultaty, na razie u 
myszy z zapaleniem stawów, pozwalają przypuszczać, że 
również ta forma blokowania sIL-6R byłaby skuteczną bro
nią w walce z podobnymi schorzeniami [50],

Warto jednakże pamiętać, iż nieprzemyślana ingeren
cja w układ o tak ogromnym potencjale biologicznym jest 
bardzo ryzykowna. Pewnym ostrzeżeniem niech będzie 
fakt, że stosowanie analogicznych blokerów, np. dla TNF-
а ,  zwiększa ryzyko wystąpienia infekcji wirusowych, bak
teryjnych oraz grzybiczych. Szczególnie niebezpieczne są 
stwierdzane przypadki uaktywnienia się latentnych zaka
żeń wywoływanych przez wewnątrzkom órkowe patogeny 
z gatunku Mycobacterium tuberculosis [51] czy Listeria mono
cytogenes [52],
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ABSTRACT
IL-6/sIL-6R complex belongs to one of the most pleiotropic ligand-receptor system. Participating in leukocytes migration and apoptosis it 
plays a crucial role in modulation of inflammatory process. Firstly it contributes to resolution of acute inflammatory response regulating a ma
intaining of organism's homeostasis. Secondly it is a main factor responsible for transition between acute and chronic inflammatory reaction, 
that underlies the pathogenesis of chronic inflammatory diseases. Presented work focus on the IL-6/sIL-6R structure, function, formation, 
mechanism of action as well as the role of its natural inhibitor sgp!30 in mentioned processes.
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Słow a kluczow e: adiuw anty, im m unostym u- 
latory, szczepionki

W ykaz skrótów : ADCC (ang. antibody-depen
dent cell-mediated cytotoxicity) — cytotoksycz- 
ność zależna od przeciwciał; APC (ang. antigen 
presenting cell) — kom órka prezentująca anty
gen; CD (ang. cluster of differentiation) — kom 
pleks różnicow ania (symbolem i odpow iednią 
cyfrą oznaczone są struktury  powierzchniow e 
kom órek, głównie leukocytów); CTL (ang. cy
totoxic T  lymphocyte) — cytotoksyczne limfocy
ty T; DTH (ang. delayed type hypersensitivity) — 
nadw rażliw ość typu późnego; GM-CSF (ang. 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
— czynnik stym ulujący tworzenie kolonii gra- 
nulocytów  i makrofagów; IFN — interferon; 
IL — interleukina; MHC (ang. major histocom
patibility complex) — główny układ zgodności 
tkankow ej; ParryCys — S-[(R/S)-2,3-dipalmi- 
to iloksy-propylo]-N -palm ito ilo-(R )-cysteina; 
PAM P (ang. pathogen associated molecular pat
terns) — m olekularne wzorce związane z pato
genam i; PRR (ang. pattern recognition receptor)
— receptory rozpoznające wzorce (receptory 
dla PAMP); Th (ang. T helper) — pomocnicze 
lim focyty T; TLR (ang. Toll-like receptors) — re
ceptory Toll-podobne; TNF (ang. tumor necrosis 
factor) — czynnik m artw icy nowotw orów .

STRESZCZENIE

W  artykule opisano adiuwanty, czyli chemiczne związki dodawane do szczepionek w  celu 
pobudzenia lub zwiększenia reakcji immunologicznej organizmu. N ow e szczepionki 

budowane na bazie rekombinowanych protein i DNA, mimo że bardziej bezpieczne niż szcze
pionki tradycyjne, są jednak mniej immunogenne, a tym samym mniej aktywne. Dlatego też 
trwa poszukiwanie doskonalszych adiuwantów. Adiuwanty można podzielić na dwie grupy: 
działające jako systemy podawania szczepionek (np. emulsje, mikrocząsteczki, liposomy, 
kompleks ISCOMs) oraz immunostymulujące (np. lipopolisacharydy, monofosforyl lipidu A, 
CpG DNA, muramylopeptydy). Skuteczniejsze i bezpieczniejsze adiuwanty udoskonalą nie 
tylko szczepionki profilaktyczne, ale również umożliwią wprowadzenie szczepionek terapeu
tycznych, pomocnych w  leczeniu przewlekłych chorób infekcyjnych (np. HSV, HIV, HCV, 
HBV, HPV czy H elicobacter p y lo r i )  i nieinfekcyjnych, takich jak cukrzyca insulinozależna, 
stwardnienie rozsiane, reumatoidalne zapalenie stawów, alergia czy nowotwory.

WPROWADZENIE

Trudno wyobrazić sobie współczesną medycynę bez szczepionek uodpar- 
niających, czyli preparatów zawierających substancje zdolne do indukow ania 
i stymulowania procesów immunologicznych, prowadzących do w ytworzenia 
trwałej odporności na infekcję [1]. To dzięki nim udało się całkowicie wyelimi
nować lub znacznie ograniczyć takie choroby jak ospa, paraliż dziecięcy, odra, 
błonica, tężec, dur brzuszny i wiele innych. Niestety nadal zagrożenie stanowią 
malaria, gruźlica, krztusiec, a także nieznane do niedawna groźne patogeny, m. 
in. grupa w irusów gorączki krwotocznej, wirusy Herpes 6 i 8 czy HIV, na które 
nie ma skutecznych sposobów zwalczania [1], Wydaje się, że tylko poprzez sku
teczne szczepionki uda się je ograniczyć lub nawet wyeliminować.

Szczepionką może być preparat biologiczny lub syntetyczny. Podstawowym  
jej składnikiem są tzw. antygeny, czyli nieżywe lub żywe ale atenuow ane lub 
inaktywowane bakterie, wirusy, czy też pasożyty, a nawet ich fragmenty. Uak
tywniają one układ odpornościowy organizmu, a tym samym wzmacniają jego 
zdolności do zwalczania niebezpiecznych infekcji. Organizm zapamiętuje an
tygeny zawarte w szczepionce, nawet jeżeli występują w formie osłabionej lub 
tylko fragmentów i w przypadku późniejszej „rzeczywistej" infekcji szybko uak
tywnia układ immunologiczny już w początkowej fazie zakażenia i podobnie jak 
po przebytej chorobie zakaźnej, uzyskuje się często trwałe uodpornienie. Szcze
pionki niosą z sobą również realne zagrożenie, ponieważ mikroorganizmy, w 
tym nieżywe, a nawet ich fragmenty mogą być niebezpieczne dla organizmu 
gospodarza, między innymi dlatego, że zawierają obce białko, zdolne do w y
wołania wstrząsu anafilaktycznego. Tej w ady pozbawione są szczepionki nowej 
generacji, w  których stosuje się syntetyczne antygeny, najczęściej peptydy, iden
tyczne z naturalnymi determinantami antygenowymi mikroorganizmów choro
botwórczych. Szczepionki te chociaż zapewniają najwyższy poziom bezpieczeń
stwa, gdyż nie zawierają zanieczyszczeń biologicznych i selektywnie stymulują 
odpow iedź immunologiczną, są jednak nisko immunogenne, tzn. wywołują sła
bą odpow iedź odpornościową organizmu. Ich skuteczność podnoszą adiuw an- 
ty [1-7], Termin adiuw ant pochodzi od łacińskiego słowa adiuvare (pomagać) i 
w  medycynie oznacza preparat, który jest zdolny do zwiększenia humoralnej 
i / lu b  komórkowej odpowiedzi immunologicznej na dany antygen. Odkrycie 
adiuw antów  datuje się na lata 1925-1926, kiedy to Ramon [8,9] wykazał, że reak
cja immunologiczna na tężec i błonicę została zwiększona dzięki wstrzyknięciu 
tych szczepionek razem z takimi składnikami, jak agar, tapioka, lecytyna, a na
wet okruszki chleba. W 1926 roku Glenny [10] opisał adiuw antow ą aktywność 
związków glinu i zastosowanie ich w  szczepionce przeciw błonicy. A diuw anty 
glinowe szybko znalazły szerokie zastosowanie. W 1930 roku Freund [11] zaob
serwował, że nieżywe prątki mykobakterii (najczęściej Mycobacterium tuberculo- 
sis) zawieszone w emulsji wodno-olejowej silnie wzmagają odpow iedź im m u
nologiczną. Preparat ten nazwany kompletnym adiuwantem Freunda (FCA), należy
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do najsilniej działających adiuwantów, ma jednak ograni
czone zastosowanie kliniczne, ponieważ wywołuje szkod
liwe skutki uboczne w organizmie człowieka. Natomiast, 
słabiej działający niekompletny adiuwant Freunda (FIA), czyli 
emulsja oleju w wodzie, bez prątków mykobakterii, wcho
dzi w skład szczepionki przeciwko grypie oraz w testowa
nych klinicznie szczepionkach przeciw infekcji HIV. W 1956 
roku Johnston odkrył adiuwantową aktywność endotoksyn 
z bakterii Gram-ujemnych [12], a w  1974 roku Ellouz i wsp. 
zidentyfikowali m uram ylodipeptyd (MDP), najmniejszy, 
adiuwantowo-aktywny składnik mykobakterii [13].

Jednak klinicyści nadal nie dysponują uniwersalnym, 
bezpiecznym adiuw antem  i dlatego dalej poszukuje się no
wych adiuw antów  zarówno wśród substancji pochodzenia 
naturalnego, jak i syntetycznych. Badania prow adzone na 
modelach zwierzęcych wykazały, że wiele z nich jest bar
dziej skutecznych niż obecnie najczęściej stosowane adiu- 
wanty glinowe. Poddaw ane są one intensywnym badaniom 
przedklinicznym, zapoczątkowano również próby klinicz
ne z ich udziałem [4-7,14-18].

P O D Z IA Ł  A D IU W A N T Ó W

W tabeli 1 przedstawiono adiuwanty, które znalazły za
stosowanie w terapii lub są poddaw ane intensywnym ba
daniom pod kątem przydatności ich w szczepionkach dla 
ludzi.

ADIUWANTY TYPU ŻELI

Związki glinu, fosforan lub wodorotlenek oraz fosforan 
wapnia są od kilkudziesięciu lat najczęściej stosowanymi

Tabela 1. Podział ad iuw antów

Adiuwanty typu żeli

A diuw anty bakteryjne

Wodorotlenek glinu, fosforan 
glinu, fosforan wapnia

A diuw anty  na bazie 
emulsji olejowej i 
środków  emulgujących

A diuw anty specyficzne

Endotoksyny* m onofosforylo lipid A 
Ektotoksyny" toksyna cholery 
toksyna ciepłochwiejna E. coli 
toksyna krztuścia (koklusz)
DNA m otyw y CpG

IFA (Niekompletny adiuwant Freunda) 
SAF (Syntex adjuvant formulation) 
MF59, AS02

Liposomy 
Saponiny
Niejonowy blok kopolim erów 
(CRL1005, Pluronic L121) 
Im m unostym ulatorow e 
kom pleksy (ISCOMs)
Cytokiny

M uram ylodipeptyd i jego analogi 
Polinukleotydy (Poły rA:Poly rU), 
Polim ery [acetylowana polim annoza 
(Acemannan), sulfolipopolisacharyd 
polim etylom etakrylanu 
(PMMA), polifosfazeny 
(Admumer), (3-glukan 
(Pleuran, Algal Glucan)]

*Endotoksyny — lipopolisacharydowe, toksyczne produkty  
bakteryjne stanowiące składnik ściany komórkowej, szczególnie 
bakterii Gram -ujem nych. **Ektotoksyny — białkowe, toksyczne 
p rodukty  bakteryjne (np. toksyna błonicza, toksyna tężcowa).

A diuw anty  syntetyczne

adiuw antam i w szczepionkach dla ludzi [1], W badaniach 
eksperymentalnych znajduje się wodorotlenek berylu. 
Związki glinu są składnikami szczepionek zarejestrowa
nych w Ameryce Północnej, np. w szczepionce DPT (bło- 
nica-krztusiec-tężec), natomiast fosforan wapnia stosow a
ny jest głównie we Francji jako adiuw ant w szczepionkach 
przeciwko błonicy, krztuścowi, polio, gruźlicy, żółtej febrze, 
odrze i zapaleniu wątroby typu B. Szczepionki zawierające 
roztwór antygenu zmieszany z wodorotlenkiem lub fosfora
nem  glinu są trudne do otrzymania w powtarzalny sposób, 
co powoduje, że poszczególne serie tej samej szczepionki 
różnią się od siebie. W celu ich standaryzacji w prow adzo 
no specjalną procedurę przygotowania wodorotlenku gli
nu [2], Mechanizm działania związków glinu nie został do 
tej pory wyjaśniony. Stwierdzono, że związki te wywołują 
miejscowy odczyn zapalny i mogą wywierać bezpośredni 
w pływ  na limfocyty, makrofagi oraz monocyty człowieka i 
promować uwalnianie IL-4 [1-7,19].

ADIUWANTY BAKTERYJNE

Ściany komórkowe mikroorganizmów stanowią ze
w nętrzną warstwę komórek infekujących i przeciwko nim 
organizm skierowuje pierwsze akcje obronne. Znaleziono w 
nich liczne struktury stymulujące układ immunologiczny, 
np. lipopolisacharydy (LPS), lipid A (składnik LPS), m ura- 
mylopeptydy oraz lipopeptydy.

Lipopolisacharyd, główny element strukturalny ściany 
komórkowej bakterii Gram-ujemnych zwiększa reakcję 
immunologiczną, zarów no na antygeny białkowe, jak i po 
lisacharydowe. Jednak jest zbyt toksyczny i pirogenny, aby 
mógł być stosowany jako ad iuw ant w szczepionkach dla 
ludzi. Na strukturę lipopolisacharydów składają się trzy 
elementy: O-specyficzny polisacharyd o dużej zmienności 
strukturalnej, odpowiadający za właściwości antygenow e 
LPS, polisacharyd rdzeniow y zbudow any z w ielocukrów 
oraz lipid A odpow iedzialny za właściwości im m unom o- 
dulacyjne i toksyczne LPS [20], Lipid A jest acylow anym  
disacharydem . Strukturę lipidu A E. coli 1 oraz w ażniej
szych syntetycznych analogów i mimetyków lipidu A 2- 
4, które badane są pod kątem ich przydatności ad iuw an- 
towej [4,21-23] zilustrowano na rysunku 1. Triacylowany 
fosforylowany disacharyd naturalnego lipidu A E. coli jest 
mniej toksycznym, silnym adiuw antem , wykazuje rów 
nież obiecujące właściwości przeciw now otw orow e [4], 
Badania przedkliniczne przeprow adzone na szczurach z 
w szczepionym  rakiem okrężnicy pokazały, że pow oduje 
on regresję tego now otw oru [24], Również chemiczna m o
dyfikacja naturalnego lipidu A Salmonella minnesota, mono- 
fosforyl lipidu A (MPL™) R595 2a okazał się skutecznym  
adiuw antem  w szczepionkach przeciw malarii i przeciw- 
now otw orow ych zarów no u zwierząt jak i u człowieka [4]. 
Jiang i wsp. [21] zsyntetyzowali dw a analogi lipidu A, 3a i 
3b, zawierające syntetyczne trilipidowe grupy. Związki te 
są potencjalnie dobrym i adiuw antam i, pobudzają antygen 
do proliferacji komórek T i sekrecję interferonu-y (IFN-y) 
w  syntetycznej liposomalnej szczepionce. Zsyntetyzow ano 
też dw a mimetyki lipidu A zawierające jednostkę pentae- 
ry try tu  [22], W ykazują one silne stym ulowanie wysokiego 
poziom u prozapalnych cytokin, w tym  TNF-a, IL-6 i IL-8, 
przez adherentne komórki człowieka prezentujące an ty 
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gen. Jahnson i wsp. [25] opisali grupę syntetycznych mi- 
metyków lipidu A, pochodnej glukozamido-4-fosforanu 
(AGPS), takich jak RC-529, jako now ą klasę adiuw antów . 
Przedkliniczne badania wykazały, że RC-529 jest równie 
skutecznym adiuw antem  jak MPL™ 2a, ale posiada lepszy 
profil bezpieczeństwa i jest mniej pirogenny, co jest bardzo 
ważne w leczeniu dzieci. Ostatnie doniesienia sugerują, że 
mimetyki lipidu A o silnej aktywności agonistycznej, ta 
kie jak np. ER-112022 4 aktywują system odpornościowy 
przez receptory TLR4 [4].

DNA bakterii, ow adów  i pasożytów wielokomórkowych 
w przeciwieństwie do DNA człowieka i innych kręgowców, 
zawierają niemetylowane sekwencje dinukleotydowe, tzw. 
m otywy CpG 5 (Ryc. 2), ograniczone od końca 5' dwom a 
nukleotydami purynowymi, a od końca 3' — pirydynow y
mi [1,5,26-28]. Motywy CpG są rozpoznawane przez recep
tor TLR9 (należący do grupy receptorów PRR). Syntetyczne 
oligodeoksynukleotydy (ODN) zawierające motywy CpG 
mogą działać aktywująco na limfocyty B, stymulować w y
biórczo aktywność komórek NK, wytwarzać prozapalne cy
tokiny, takie jak: IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TNF-a, interferony 
[29-32] lub pobudzać komórki dendrytyczne. Powodując 
wzrost zarówno odpowiedzi Thl jak i komórkowej CTL po
zwalają one na 10 do 100-krotną redukcję dawki stosowane
go antygenu. Prowadzone są badania nad wykorzystaniem 
ODN jako adiuw antów  w terapii szczepionkami przeciw- 
nowotworowymi oraz jako składników szczepionek prze
ciwko chorobom zakaźnym.

ADIUWANTY NA BAZIE EMULSJI OLEJOWEJ 
I ŚRODKÓW EMULGUJĄCYCH

Wśród tej grupy adiuw antów  na uwagę zasługuje SAF, 
MF59 i AS02. Syntetyczny kompleks SAF (Syntex adjuvant 
formulation) jest emulsją O /W  zawierającą skwalen, deter-

Rycina 2. CpG DNA [4],

Rycina 1. N aturalne i syntetyczne ad iuw anty  pochodne lipidu A [4],

gent Tween 80 (polioksymonooleinian sorbitanu) i Pluronic 
L121 (kopolimer tlenku etylenu i tlenku propylenu) w  bufo
rze fosforanowym o pH  7.4; w niektórych wersjach zawiera 
on syntetyczną niepirogenną pochodną MDP (treonylo-mu- 
ramylodipeptyd). Próby kliniczne ze szczepionkami zawie
rającymi SAF przeciwko następującym infekcjom: wirusem 
małpiego zespołu nabytego niedoboru odporności (SAIDS), 
wirusem grypy, wirusem zapalenia wątroby typu B (HBV), 
wirusem Epsteina-Barr (EBV) i w irusem  opryszczki zwykłej 
(HSV) przyniosły zachęcające rezultaty [1,4,5,33].

Natomiast MF59 jest emulsją skwalenu w wodzie sta
bilizowaną detergentami Span 85 (trioleinian sorbitanu) 
i Tween 80. Związek ten był testowany na różnych gatun
kach zwierząt powodując znaczący wzrost odpowiedzi 
immunologicznej na różne antygeny wliczając cytomega- 
lowirus (CMV), HSV, HIV, wirus zapalenia wątroby typu 
C (HCV), zapalenia wątroby typu B (HBV) oraz antygeny 
grypy. Obecnie przechodzi on 1 /II fazę badań klinicznych 
w szczepionce przeciw HIV i grypie oraz III fazę badań w 
szczepionce przeciw wirusowi opryszczki zwykłej (HSV) 

_________  [1,4,5,34]. Firma Chiron Biocine (Sienna, Wło
chy) przeprowadziła badania ze szczepionką 
przeciwgrypową zawierającą MF59. Badania, 
którym poddano ponad milion ludzi w Euro
pie, potwierdziły silną adiuw antow ą skutecz
ność MF59 oraz wysoki poziom bezpieczeństwa 
w każdej badanej grupie wiekowej [5].

AS02, inny poddaw any próbom adiuw ant 
jest emulsją O /W  zawierającą MPL i QS-21. 
Powoduje on wzrost przeciwciał i silnie uw y 
datnia odpowiedź Thl i komórkową CTL. W 
badaniach przedklinicznych wykazał się dużą 
skutecznością w szczepionce przeciw gruźlicy 
u świnek morskich. Badany był na ludziach w 
szczepionce na papillomawirus (HPV — wirus 
brodawczaka człowieka), stosowany był rów 
nież w połączeniu z antygenem zapalenia w ą 
troby typu B (HBsAg) oraz w  tworzeniu szcze
pionki przeciw HIV [1,4,5,15].

ADIUWANTY SPECYFICZNE (w jednych 
wypadkach są adiuwantami w innych nie)

Należą do nich niektóre liposomy czyli małe 
kropelki (o średnicy do 50 nm) wodnych roz
tworów otoczone ściankami fosfolipidowej
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warstwy podwójnej. Uważane za bezpieczne, 
stosuje się je pozajelitowo u ludzi jako nośniki 
biologicznie aktywnych substancji. Liposomy i 
pewne polimery (np. Pluronic L121 [19] kom po
nent SAF) mają na celu zwiększenie prezentacji 
antygenu i pobudzenie odpowiedzi cytotok- 
sycznej limfocytów T [35-38].

Do ad iuw antów  specyficznych zalicza się 
rów nież saponiny, które są roślinnym i gliko
zydam i, zawierającymi steroidow e aglikony
[39], Częściowo oczyszczona saponina izolo
w ana z kory drzew  Quillaja saponaria Molina 
pochodzących z Ameryki Południowej, zw ana 
Quil A jest szeroko stosowana w szczepion
kach weterynaryjnych, np. w  zarejestrowanej 
w Szwecji końskiej szczepionce przeciw gry 
pie [4,40], Quil A jest heterogenną mieszaniną 
triterpenow ych glikozydów [4,41], Analiza 
HPLC wykazała obecność w ich składzie 24 
związków, które różniły się adiuw antow oś- 
cią i toksycznością w badaniach na myszach. Quil A był 
intensywnie badany jako składnik im m unostym ulującego 
kom pleksu ISCOMs (zawierającego oprócz Quil A nie- 
kowalencyjnie zw iązane cząsteczki antygenu, choleste
rolu i fosfolipidu). W badaniach klinicznych znajduje się 
grypow a szczepionka z ISCOMs [4,5,42,43]. Jednym  z 24 
strukturalnych triterpenow ych glikozydów izolowanych 
z Quil A jest QS-21 6 (Ryc. 3) [44,45]. Ten oryginalny ad- 
iuw ant wzm aga im m unogenność proteinowych, gliko-

Rycina 4. M DP i jego syntetyczne analogi.

Rycina 3. Struktura QS-21 [52].

proteinow ych i polisacharydow ych antygenów  u małych 
zwierząt, psów i naczelnych. W I fazie badań  klinicznych 
znajdują się szczepionki zawierające QS-21 jako ad iuw ant 
w szczepionkach przeciw grypie, HSV, HIV-1, zapaleniu 
w ątroby typu B, malarii, now otw orom  typu czerniaka, no 
w otw orom  odbytu i innym. Badania przeprow adzone na 
około 3000 ochotnikach nie w ykazały znaczących efektów 
ubocznych [4,44,45]. W toku są badania toksykologiczne, 
które mają określić przydatność QS-21 w szczepionkach 
przeznaczonych dla dzieci.

W eksperymentalnych szczepionkach przeznaczonych 
dla osób o upośledzonej odporności jako adiuw anty są rów 
nież wykorzystywane cytokiny, np. IL-2, IL-12, TNF, INF-y
[1,4,5].

ADIUWANTY SYNTETYCZNE

M uram ylodipeptyd (MDP) czyli N-acetylomuramylo-L- 
alanylo-D-izoglutamina 7 (Ryc. 4) jest najmniejszym synte
tycznym fragmentem otrzym anym  na wzór ściany kom ór
kowej bakterii z rodzaju Mycobacterium, przejawiającym 
właściwości adiuw antow e porównywalne do całych komó
rek bakteryjnych. MDP, podobnie jak martwe mykobakterie 
jest pirogenny i również, chociaż w mniejszym stopniu, w y
wołuje inne niepożądane efekty uboczne. Z tych powodów 
nie został zaakceptowany do stosowania w  terapii ludzi. 
Jego właściwości terapeutyczne są jednak na tyle interesu
jące, że intensywnie poszukuje się syntetycznych analogów 
pozbawionych tych szkodliwych właściwości [4,5,46-49]. 
Wiele takich analogów już otrzymano, np. treonylo-MDP
[4], MDP-Lys(L18) 8 [50], MTP-PE 9, adamantylo-desmura- 
m ylodipeptyd [51] i m urabutyd 10 [52] (Ryc. 4). Lipofilowa 
pochodna 8 powoduje wzrost ekspresji CD80, CD83, CD86 
i CD40 oraz stymuluje produkcje cytokin TNF-a, IL-6, IL-8, 
IL-10 i IL-12 przez komórki dendrytyczne człowieka (DCS) 
[53], W w arunkach in vivo hamowała infekcje wirusami 
Vaccinia (krowianki) i Herpes Simplex (opryszczki zwykłej) 
u myszy [54], Szczepionki przeciwwirusowe zawierające 
m urabutyd 10, efektywnie indukują powstawanie przeciw
ciał swoistych u ludzi. Wykazano także wysoką przydat
ność adiuw antow ą fosforowej pochodnej MDP (MTP-PE) 9, 
między innymi w szczepionce przeciwko wirusowi typu I 
(F1IV-1) oraz w szczepionce przeciwko grypie [55,56]. Nie
dawno opisano nowy typ liposomalnej, przeciwgrypowej 
szczepionki zawierającej hemaglutenino-neuramidazowe 
antygeny grypy (HANA) oraz jako adiuw ant pochodną 
MDP (B30-MDP) 11, a także pewne lipidy. Szczepionka ta 
zwiększa poziom przeciwciał oraz komórkową odporność 
u świnek morskich i myszy [57],

Syntetyczne polinukleotydy, związki zbudowane z nu 
kleotydów połączonych ze sobą wiązaniami estrowymi 
poprzez resztę kwasu ortofosforowego imitują dwunicio- 
wy RNA wirusów. Działanie ich polega na stymulowaniu 
wydzielania interferonów przez komórki układu odpor
nościowego oraz aktywowaniu komórek NK (naturalnych 
komórek zabójczych). Najbardziej znane polinukleotydy to
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kompleksy: poli I:C (zawierający inozynę i cytydynę) i poli 
A:U (zawierający adenozynę i urydynę) [1,4].

Jako adiuw anty proponowane są także inne syntetyczne 
związki, jak poli(organofosfazeny) 12 i poli[di(karboksylo- 
fenoksy)fosfazeny] (PCPP) 13 (Ryc. 5) [58,59],

MECHANIZM DZIAŁANIA ADIUWANTÓW

A diuw anty  działają wg różnego mechanizm u, w zw iąz
ku z tym, w  zależności od drogi podania i odpow iedzi im 
m unologicznej jaką chcemy otrzym ać m uszą być indyw i
dualnie dobierane do odpow iedniego typu  szczepionki. 
A diuw anty  typu żelu pow odują miejscowe reakcje zapal
ne, aktywację dopełniacza i spowolnienie uw alniania an ty 
genu. A diuw anty  na bazie emulsji (np. IFA), oczyszczone 
saponiny, ISCOMg, SAF i liposomy działają bezpośrednio 
lub pośrednio na komórki prezentujące antygen (APC), 
takie jak makrofagi, limfocyty B i komórki dendrytyczne 
(DC). Prezentacja antygenu przez makrofagi, limfocyty B 
i komórki dendrytyczne nie jest jednakow o rozwinięta. 
M akrofagi są przystosow ane do fagocytozy i fragmentacji 
antygenu, z kolei komórki dendrytyczne (DC) i limfocyty 
B do jego prezentacji [60]. M echanizm indukow ania  CTL 
przez te ad iuw anty  zw iązany jest z bezpośrednim  dostar
czeniem antygenu do cytosolu w celu prezentacji poprzez 
cząsteczki MHC klasy I [61]. Liposomy stymulują w ydzie 
lanie im m unom odulatorow ych cytokin, które działając na 
limfocyty prom ują odpow iedź im m unologiczną typu Thl 
lub Th2 [62], A diuw anty  promujące odpow iedź im m uno 
logiczną typu  Thl przez indukow anie w ydzielania IFN-y 
i opóźnionej reakcji nadw rażliw ości (DTH) stym ulują p ro 
dukcję przeciwciał IgG, które z dużym  pow inow actw em  
wiążą się do receptorów Fcyl (np. IgG2a u m yszy i IgG l u 
ludzi) [63]. Subklasa tych im m unoglobulin  pośredniczy w 
lizie dopełniacza i cytotoksyczności komórkowej zależnej 
od przeciwciał (ADCC). Cytokiny, takie jak: IL-1, IL-2, IL- 
12, IFN-y stosowane jako ad iuw anty  pow odują w ybiór
czą aktywację limfocytów T, makrofagów i limfocytów B. 
Jankovic i wsp. [64] opisują, że dodanie cytokiny IL-12 do 
ad iuw anta  glinowego w szczepionce przeciw HIV-1 za
wierającej glikoproteinę 120 uw ydatn ia  odpow iedź typu 
1 (Thl) i p rodukow anie  przeciwciał IgG2 oraz IgG3 u 
myszy. A diuw anty  pochodzenia naturalnego, takie jak: 
toksoid krzuścowy, błoniczy, tężcowy, peptydy  prądków  
gruźlicy, lipopolisacharyd, lipid A i lipoproteiny działa
ją poprzez aktywację limfocytów T, makrofagów, dopeł
niacza, a także poprzez pobudzenie w ydzielania cytokin 
i chemokin oraz ułatwiają prezentację antygenu poprzez 
cząsteczki MHC klasy II [65,66]. Pow odują one rów nież 
w zrost odpow iedzi typu Th2 oraz produkcję przeciwciał 
IgA i IgE [1,67].

ADIUWANTY W SZCZEPIONKACH 
PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Rozpoznawanie i zwalczanie komórek nowotworowych 
przez organizm chorego jest jedną z najbardziej obiecują
cych metod leczenia raka. W terapii szczepionkami now o
tworowymi pacjentom podaje się odpowiednio naprom ie
niowane lub zabite autologiczne bądź allogeniczne komórki 
nowotworowe lub ich ekstrakty w połączeniu z adiuwan- 
tami, takimi jak BCG, QS-21, związkami glinu czy cytoki- 
nami: IL-2, IL-12, GM-CSF [1,68]. Leczenie chorób now o
tworowych za pomocą szczepionek ma sens jedynie wtedy, 
gdy nowotwory mają dobrze określone antygeny. Takie w a
runki spełnia czerniak i dlatego najbardziej zaawansowane 
badania kliniczne terapii szczepionkami dotyczą właśnie 
czerniaka [1]. W Kanadzie zarejestrowano szczepionkę pod 
nazwą Melacin, zawierającą lizaty komórek 2 linii czerniaka 
w połączeniu z adiuw antem  DETOX [4], którym jest mono- 
fosforylo lipid A i ściany komórkowe Mycobacterii phlei w 
emulsji skwalenu w wodzie. Adiuw ant ten badany był nie 
tylko w szczepionkach na czerniaka ale również na now o
twór jajnika i piersi, jednak z um iarkowanym klinicznym 
sukcesem [4], Inna szczepionka przeciw czerniakowi Can- 
cerVax zawiera naprom ieniowane allogeniczne komórki 3 
linii (wybranych z ponad 150) czerniaka człowieka i BCG 
(Bacillus Calmette-Gueńn) jako adiuw ant [1,4]. Minev i wsp.
[69] opisali szczepionki dla immunoterapii nowotworów 
piersi i prostaty, w  których jako adiuwanty stosowane są 
między innymi GM-CSF oraz QS-21. Mówiąc o szczepion
kach przeciwnowotworowych nie można pominąć polskie
go osiągnięcia. W Wielkopolskim Centrum Onkologii w 
Poznaniu, grupa pod kierunkiem prof. Andrzeja Mackie
wicza już 10 lat temu rozpoczęła pracę nad stworzeniem 
szczepionki przeciw czerniakowi, w skład której wchodzą 
komórki rakowe z laboratoryjnych linii czerniaka, podda
ne działaniu promieni gamma. Weszły one w III fazę badań 
klinicznych.

KORZYŚCI I RYZYKO STOSOWANIA ADIUWANTÓW

Stosowanie adiuw antów  w szczepionkach powinno 
przynosić następujące korzyści [5]:

— wywoływać bezpośrednią i optymalną odpowiedź im
munologiczną, pożądaną dla danej szczepionki, zwięk
szać odporność komórkową i umożliwiać przezśluzów- 
kowe rozprowadzanie szczepionki;

— podwyższać immunogenność słabych immunogenów, 
takich jak wysokiej czystości syntetyczne lub rekombino- 
wane antygeny;

— umożliwiać zmniejszenie dawki antygenu lub częstotli
wość uodparniania;

— polepszać skuteczność szczepionek dla osób z osłabioną 
odpornością, takich jak noworodki, ludzie w podeszłym 
wieku czy o obniżonej odporności na skutek niektórych 
chorób lub radio- czy chemioterapii.

Dotychczas znane adiuw anty nie są jednak obojętne dla 
organizmu. Ich stosowanie związane jest z następującym 
rzeczywistym lub potencjalnym ryzykiem [5]:
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— miejscowym ostrym lub przewlekłym odczynem zapal
nym, tworzeniem bolesnego ropnia, guzka lub owrzo
dzenia;

— wywoływaniem chorób z objawami grypo-podobnymi, 
takimi jak: gorączka, złe samopoczucie, bóle mięśni, gło
wy, stawów i powiększenie węzłów chłonnych;

— obrzękiem naczyniowo-ruchowym, pokrzywką i zapale
niem naczyń;

— autoimmunologicznym zapaleniem stawów, skrobiawi- 
cą i zapaleniem błony naczyniowej przedniego odcinka 
oka;

— krzyżowymi reakcjami z antygenami człowieka prow a
dzącymi do zapalenia kłębuszkowego nerek lub zapale
nia opon mózgowych;

— immunosupresją, reakcjami anafilaktycznymi oraz uczu
leniem na tuberkulinę lub inne testowane skórne antyge- 
ny.

PODSUMOWANIE

W ciągu najbliższych lat przewiduje się szybki postęp 
w technologii wytwarzania szczepionek dzięki w ykorzysta
niu nowych rekombinowanych i koniugowanych antyge
nów, kwasów nukleinowych, peptydów  oraz połączonych 
antygenów podawanych w jednym wstrzyknięciu. W yma
gają one wspomagania nietoksycznymi adiuwantam i [1], 
Dawka, częstość immunizacji (uodparniania) za pomocą 
szczepionki i rola adiuw anta musi być określona przed ba
daniami klinicznymi. Jako przykład może służyć I faza ba
dań klinicznych na ochotnikach ze szczepionką zawierającą 
50 ąg białka HIV gpl20 w obecności jednego z siedmiu ad 
iuwantów, takich jak: wodorotlenek glinu, MPL, liposomy 
zawierające MPL, MF59, MTP-PE, SAF sam lub z dodatkiem 
treonylo-MDP (SAF/treonylo-MDP) [4]. Najaktywniejszym 
adiuwantem  okazał się SAF/treonylo-MDP, jednak w po
równaniu z innymi badanymi adiuwantam i powodował on 
silniejsze reakcje uboczne.

Nową strategią w  terapii szczepionkami są szczepion
ki sam oadiuwantowe (self-adjuvanted). Są to syntetyczne 
związki wykorzystujące właściwości adiuwantowe Pam3Cys, 
lipidu A, MDP i lipopeptydów. Przykłady takich szczepio
nek przedstawia rysunek 6 [4],

Syntetyczne szczepionki zawierające lipid A były pro
jektowane przeciw HIV, czerniakowi i białaczce. Pam3Cys 
zastosowano do tworzenia eksperymentalnych szczepio
nek nie tylko o budowie peptydowej, glikopeptydowej, ale 
również sacharydowej, np. przeciw pasożytniczej chorobie 
leiszmaniozie 14 (Ryc. 6). Dullenkopf i wsp. [70] opisali syn
tezę związku 15 jako szczepionki przeciwnowotworowej 
zawierającej pochodną MDP. Obecnie główną przeszkodą 
dla rozwoju tego typu szczepionek jest to, że są one słaby
mi immunogenami i w związku z tym ich skuteczność musi 
być podwyższona przez dodawanie innego adiuwanta.

Zgodnie z zaleceniami Światowej Organizacji Zdrowia 
(WHO) nowe szczepionki nie powinny zawierać substancji 
szkodliwych, w  tym związków glinu jako adiuw antów  oraz 
związków rtęci czy fenolu jako konserwantów [1]. Z tego 
powodu poszukiwanie nowych, lepszych adiuw antów  jest 
konieczne.
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ABSTRACT

Adjuvants are essential components of vaccines that augment an immunological reaction of organism. N ew  vaccines based on recombinant 
proteins and DNA, are more save than traditional vaccines but they are less immunogenic. Therefore, there is an urgent need for the develop
ment of new, improved vaccine adjuvants. There are two classes of adjuvants: vaccine delivery systems (e.g. emulsions, microparticles, immu
ne-stimulating complexes ISCOMs, liposomes) and immunostimulatory adjuvants (e.g. lipopolysaccharide, monophosphoryl lipid A, CpG 
DNA, or muramylpeptides). The discovery of more potent and safer adjuvants may allow to development better prophylactic and therapeutic 
vaccines against chronic infectious (e.g., HSV, HIV, HCV, HBV, HPV, or H elicobac te r p y lo r i )  and noninfectious diseases as multiple sclerosis, 
insulin-dependent diabetes, rheumatoid arthritis, allergy and tumors (e.g., melanoma, breast, or colon cancer).
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Słowa kluczowe: satelitarny RNA (satRNA), 
defektyw ny RNA (D RNA), defektyw ny inter- 
ferujący RNA (DI RNA), chim eryczny RNA

Wykaz skrótów: BBMV (ang. Broad bean mot

tle virus) — w irus pstrości bobiku; CCFV (ang. 
Cardamine chlorotic fleck virus) -  w irus chlo- 
rotycznej centkowatości rzeżuchy; CMV (ang. 
Cucumber mosaic virus) -  w irus mozaiki ogór
ka; CP (ang. coat protein) — białko płaszcza 
wirusa; DI RNA (ang. defective interfering R N A)

— defektyw ny interferujący RNA; D RNA 
(ang. defective R N A) — defektyw ny RNA; PSV 
(ang. Peanut stun t virus) — w irus karłowatości 
orzecha ziem nego; satRNA (ang. satellite RNA)
— satelitarny RNA; TBRV (ang. Tomato bla

ck ring v irus) -  w irus czarnej pierścieniowej 
plam istości pom idora; TCV (ang. Turnip crinkle 

virus) — w irus kędzierzowatości rzepy

STRESZCZENIE

W irusy roślinne typu ss(+)RNA poza swoimi genom owym i RNA często posiadają rów
nież dodatkowe subwirusowe cząsteczki RNA, zasocjowane z ich wirionami lub poja

wiające się de novo  w przebiegu infekcji wirusem. Należą do nich: satelitarny, defektywny, 
defektywny interferujący oraz chimeryczny RNA. Cząsteczki te są nieinfekcyjne i nie mają 
zdolności do samodzielnej replikacji oraz opłaszczania. Kompleksy białkowe niezbędne do 
tych procesów dostarczane są przez wirusa pomocniczego. Subwirusowe cząsteczki RNA są 
stosunkowo krótkie. Większość z nich powstaje na drodze rekombinacji, delecji lub aku
mulacji mutacji, aczkolwiek pochodzenie satelitarnych RNA nie jest do końca wyjaśnione. 
Unikalną cechą dodatkowych elementów wirionów jest częste modyfikowanie przebiegu in
fekcji wywoływanej przez wirusy pomocnicze. Mogą one działać w kierunku zmniejszania 
intensywności lub nasilania symptomów chorobowych. Całkowity w pływ na rozwój choro
by zależy więc od trójskładnikowego układu: gospodarz — szczep wirusa — subwirusowy  
RNA. Niniejsza publikacja stanowi syntetyczny przegląd informacji dotyczących dodatko
wych, subwirusowych cząsteczek RNA wirusów roślinnych — ich budowy, funkcji oraz po
chodzenia.

WPROWADZENIE

Większość dotychczas zbadanych wirusów atakujących rośliny, posiada po
dzielony genom w postaci jednoniciowego RNA oraz poraża dużą liczbę go
spodarzy roślinnych. Objawy przez nie wywoływane często są skorelowane z 
w ystępowaniem  subwirusowych cząsteczek RNA, do których należą: satelity1, 
defektywny, defektywny interferujący oraz chimeryczny RNA. Subwirusowe 
cząsteczki RNA mają zwykle specyficzną zdolność m odulowania objawów cho
robowych, nasilając je lub osłabiając, a nawet całkowicie niwelując. Fakt ten po
kazuje, jak skomplikowany jest przebieg infekcji, i że poza interakcjami wirus 
— roślina, wpływ na rozwój choroby i jej symptomy mogą mieć inne czynniki.

W spólną cechą wszystkich subwirusowych RNA związanych z wirusami 
roślinnymi jest brak autonomii podczas replikacji i opłaszczania, w których to 
procesach są one całkowicie uzależnione od wirusa wspomagającego. Dzięki za
chowaniu, w  różnym stopniu, homologii sekwencji tych cząsteczek z RNA w iru 
sa pomocniczego — szczególnie obszarów końcowych, wykorzystują one w iru 
sową replikazę do powielania, jak i wirusowe białko płaszcza do pakowania w 
wiriony. Stopień pokrewieństwa cząsteczek subwirusowych z genomem wirusa 
jest determ inowany sposobem ich powstawania. Przyczyną powstawania nie
których dodatkowych form RNA, głównie defektywnego (D) i defektywnego 
interferującego (DI) oraz chimerycznego RNA jest niezwykle duża zdolność 
wirusów  do rekombinacji i spontanicznych mutacji. Biorąc pod uwagę szybkie 
tempo tychże zmian, mamy do czynienia z dużą różnorodnością izolatów, a na
wet szczepów konkretnych wirusów oraz z pojawieniem się cząsteczek subw i
rusowych, towarzyszących infekcjom tymi wirusami. Defektywny i defektywny 
interferujący RNA powstają na drodze delecji fragmentów nici genomowych 
wirusa pomocniczego. Ich obecność wykazano m.in. wśród wirusów roślinnych 
z rodzajów: Carmovirus, Potexvirus, Bromovirus, Tospovirus, Cucumovirus. Chime
ryczny RNA jest rekombinantem zawierającym odcinki sekwencji genomowych 
w irusa pomocniczego oraz fragmenty pochodzące z innych cząsteczek (np. 
satRNA); jest związany m.in. z rodzajem Carmovirus.

Kolejną klasę subwirusowych cząsteczek stanowią satelitarne RNA. Prawie 
wszystkie dotychczas poznane satelity (wyjątkiem jest czynnik delta, będący 
w irusem  satelitarnym współwystępującym z w irusem  zapalenia wątroby typu 
B, atakującym człowieka i zwierzęta) związane są z wirusami roślinnymi i są 
całkowicie od nich zależne, zarówno w replikacji jak i w  procesie pakowania. 
Zostały zidentyfikowane m.in. w  wirusach z rodzaju: Cucumovirus, Nepovirus, 
Sobemovirus, Tombusvirus. Satelitarne RNA można łatwo odróżnić od defektyw-

‘Term inem  satelity określam y zarów no satelitarny RNA jak i w irusy  satelitarne.
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nych RNA, ponieważ posiadają niski stopień homologii 
sekwencji z genomem wirusa pomocniczego, ograniczają
cy się jedynie do zachowania konserwatywnych rejonów 
końcowych, rozpoznawanych specyficznie przez kompleks 
replikacyjny. Ponadto w niektórych cząsteczkach satelitar
nego RNA występuje sekwencja rybozymów nadająca im 
funkcje autokatalityczne. Dzięki takim właściwościom ist
nieje potencjalna możliwość wykorzystania ich w stym ula
cji odpowiedzi przeciwwirusowej u roślin, przy użyciu me
tod inżynierii genetycznej. Występujące obok nici genomo- 
wych dodatkowe cząsteczki RNA stały się obiektem zain
teresowania wielu naukowców, liczne badania umożliwiły 
poznanie ich budowy, sekwencji, aktywności biologicznej, 
wpływ u na przebieg infekcji wirusowej oraz dostarczyły 
pewnych informacji o procesie replikacji.

SATELITARNY RNA

STRUKTURA RNA I FUNKCJE

Satelitarny RNA był najwcześniej zidentyfikowaną sub- 
wirusową cząsteczką RNA. Często określany jest mianem 
„satelita", jednakże pojęcie to obejmuje również wirusy sa
telitarne np. satelitarny wirus nekrozy tytoniu (Satellite to
bacco necrosis virus, STNV) czy mozaiki prosa (Satellite pani- 
cum mosaic virus, SPMV), które tak jak satRNA zależne są od 
replikacji wirusa pomocniczego, ale kodują własne białko 
płaszcza i nie będą tu omawiane [1,2]. Pierwsza cząsteczka 
satRNA została odkryta w 1969 roku w wirusie pierścienio
wej plamistości tytoniu (Tobacco ringspot virus, TRSV) [1,3].

Cząsteczka satelitarnego RNA związana z wirusami ro
ślinnymi jest stosunkowo niewielka, długość sekwencji w y
nosi od 194 do ok. 1,500 nt [4] (Tabela 1). Może występować 
w postaci liniowej np. nepowirusy, kukum owirusy, bądź 
kolistej, która przeważa wśród sobemowirusów (np. wirus 
przemijającej pasiastości lucerny, Lucerne transient streak 
virus, LTSV). Zidentyfikowano również małe liniowe czą
steczki tworzące koliste formy pośrednie podczas replikacji 
(małe satelity nepowirusów np. TRSV) (Ryc. 1). Niektóre 
satelitarne RNA, szczególnie formy koliste, wykazują podo
bieństwo cech strukturalnych z wiroidami i określane były 
jako wirusoidy. Obecnie jednak zaprzestaje się stosowania 
tego terminu. Wiroidy w przeciwieństwie do satelitarnych 
RNA mają zdolność do samoreplikacji, nie są opłaszczane. 
Ponadto cząsteczki te różnią się lokalizacją procesu replika
cji w komórkach zainfekowanych tkanek roślinnych -  wiro-

Tabeia i. P rzyk ładow e wielkości satelitarnych cząsteczek 
RNA

Wirus
pomocniczy

Liczba nukleotydów  
satRNA

Masa molowa 
satRNA (kDa)

CMV 333-342 110-125

PSV 369-386 127

TBSV -700 231

CyRSY 621 205

TBRV l,375a 480

a — liczba nukleotydów  nie obejmuje ogona 
poli(A) (wg [3], zm odyfikowane).

idy najczęściej replikują się w jądrze komórkowym (niektó
re w  chloroplastach), podczas gdy satRNA replikowane są 
na terenie cytoplazmy [1,3].

Ze względu na potencjał kodujący, satelity możemy po
dzielić na dwie grupy. Do pierwszej należą większe satRNA, 
posiadające otwarte ramki odczytu (ang. open reading frame, 
ORF), których produkty ekspresji mogą odgrywać pewną 
rolę w  replikacji oraz patogenezie. Przykładem jest satRNA 
w irusa czarnej pierścieniowej plamistości pomidora (Toma
to black ring virus, TBRV), który zachowuje się jak mRNA. 
Doświadczalnie wykazano obecność białka, które powsta
ło na nici satRNA w protoplastach zainfekowanych TBRV, 
natomiast nie zostało zidentyfikowane w zdrowej roślinie
[3], Drugi typ satelitarnego RNA to małe cząsteczki (194- 
700 nt), które mogą posiadać krótkie ORF, jednak nie kodują 
żadnych funkcjonalnych białek, np. w rodzaju Cucumovirus. 
Pomimo braku ekspresji białka, satelitarny RNA może mieć 
duży wpływ na symptomy chorobowe wywoływane przez 
w irusa pomocniczego. Jego biologiczna aktywność zależy 
częściowo od sekwencji nukleotydowej i determinowanej 
przez nią struktury drugorzędowej oraz od praw dopodob
nych interakcji z genomowymi RNA i białkami wirusa.

Funkcja ORF większych satRNA nie jest jasna. Większość 
kodowanych przez nie białek jest zasadowa, o charakterze 
hydrofobowym, co sugeruje, że mogą pełnić rolę podczas 
w iązania RNA (przypominają histony) [3]. Możliwe są też 
inne funkcje, np. w satRNA Y wirusa mozaiki ogórka (Cu
cumber mosaic virus, CMV) wywołującego żółtą mozaikę na 
tytoniu znaleziono motyw komplementarny do sekwencji 
tRNAGlu. Cząsteczka ta jest kofaktorem w pierwszym etapie 
syntezy chlorofilu. Możliwe jest więc, że chloroza ta wynika 
z działania sekwencji satRNA Y jako antysensu, który blo-

Rycina 1. Przykłady drugorzędow ych struk tu r satelitarnych cząsteczek RNA. A: 
liniowa cząsteczka satRNA B2 CMV; dom ena C odpow iada za indukcję chlorozy 
w  ty ton iu  i pom idorze, region N indukuje nekrozę w  kom órkach pom idora; B: 

liniow y satRNA TCV; C: kolista replikacyjna form a pośrednia liniowego satelity 
TRSV; H oznacza lokalizację rybozym u typu „głowa młotka"; D: kolisty satRNA 
LTSV, H+ i H- określają miejsca autokatalityczne, strzałka w skazuje pierwszy ry- 
bonukleotyd (wg [3], zmodyfikowane).
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kując kofaktor uniemożliwia jego działanie. Wśród wielu hi
potez jest również taka, wg której peptyd kodowany przez 
satRNA może modulować replikazę, preferencyjnie prow a
dząc syntezę satRNA [1], Zwarta struktura drugorzędowa 
satelitarnych RNA powstająca wskutek wysokiego stopnia 
parowania zasad (około 49-73%) wpływa na ich stabilność 
zarówno w warunkach in vivo, jak i in vitro [1],

Satelitarne cząsteczki RNA są zwykle replikowane w 
sposób identyczny jak wirusy ssRNA o dodatniej polarno- 
ści. Nieliczne, głównie małe i cyrkularne, podlegają temu 
procesowi w g mechanizmu toczącego się koła. Proces repli
kacji satRNA odbywa się z udziałem wirusowego komplek
su replikacyjnego. Powielone cząsteczki satelitarne są na
stępnie pakowane do wirionów dzięki wirusowem u białku 
płaszcza. Często wiele kopii pakowanych jest do jednej czą
steczki, np. w  TRSV około 12-25 satRNA znajduje się w jed
nym wirionie. Z kolei w CMV satelitarny RNA pakowany 
jest wraz z nićmi genomowymi RNA 1 i 2, bądź też w  różnej 
liczbie kopii do cząsteczek nie posiadających żadnych nici 
genomowych [1], Pochodzenie tych subwirusowych cząste
czek nie jest jednoznacznie określone. Wydaje się, że poja
wienie się satRNA nastąpiło wielokrotnie w czasie ewolucji. 
W edług hipotez wyjaśniających pochodzenie satelitarnych 
cząsteczek, istnieją trzy możliwe sposoby ich powstawania: 
1) od wirusów — wskazuje na to sposób replikacji niektó
rych z nich, identyczny z replikacją wirusa typu ss(+)RNA, 
a także niekiedy występująca przy końcach cząsteczek 
szczątkowa homología z sekwencjami wirusowymi; 2) od 
wiroidów, których właściwości niektóre z nich zachowały; 
3) na skutek rekombinacji pomiędzy końcowymi sekwen
cjami wirusa pomocniczego z sekwencjami gospodarza ro
ślinnego. Brak w trakcie ewolucji presji selekcyjnej w sto
sunku do sekwencji gospodarza mógłby doprowadzić do 
dywergencji, tak że pochodzenie od gospodarza przestało 
być widoczne [1]. Istnieje również hipoteza, że satelitarne 
RNA pojawiają się spontanicznie w  zainfekowanych w iru
sem tkankach roślinnych [3],

Zsekwencjonowanie wielu satRNA różnych wirusów 
wykazało nie tylko homologię sekwencji w ewnątrz określo
nych rodzin, ale przede wszystkim podobieństwo do innych 
patogennych cząsteczek, np. wiroidów, a nawet intronów 
występujących w eukariotycznym, jądrowym  rRNA oraz w 
genomie mitochondrialnym [1,5]. Przykładem są tu sekwen
cje satelitarne wirusów mozaiki ogórka (Cucumber mosaic vi
rus, CMV) oraz karłowatości orzecha ziemnego (Peanut stunt 
virus, PSV), będących przedstawicielami kukumowirusów. 
W PSV znajdują się sekwencje homologiczne do intronów 
występujących w mitochondrialnym genie cytochromu b 
cob u drożdży oraz do jądrowego intronu rRNA u Tetrahy- 
mena. Poza tym satRNA tych wirusów są komplementarne 
względem siebie i swoich wirusów pomocniczych w obrę
bie końców 5' i 3'. Obydwa posiadają strukturę kap (5') oraz 
grupę hydroksylową (3'), a ich formy dwuniciowe mają nie- 
sparowaną guanozynę na końcu 3' nici o ujemnej polarności
[1,5]. Badania sekwencji satelitarnych RNA dowiodły istnie
nia wielu typów tych cząsteczek związanych z tym samym 
wirusem wspomagającym, co jest wynikiem licznych spon
tanicznych mutacji. Niewielkie zmiany ich sekwencji nu- 
kleotydowej mają wpływ na strukturę przestrzenną, mogą 
również determinować różne kierunki odpowiedzi rośliny

na infekcję [1]. Istnieją jednak pewne wyjątki — u wirusów 
LTSV i TRSV zmiany sekwencji satRNA nie mają wpływu 
ani na biologię, ani na strukturę tych cząsteczek [3],

Na uwagę zasługują także występujące w niektórych w i
rusów cząsteczki RNA tylko strukturalnie przypominające 
satelity — tzw. RNA satelitarno-podobne (ang. satellite-like 
RNAs). W przeciwieństwie jednak do satelitarnych RNA, 
których brak nie pociąga za sobą istotnych konsekwen
cji dla naturalnego cyklu życiowego wirusa, nieobecność 
cząsteczek satelitarno-podobnych osłabia znacznie jego 
aktywność biologiczną i ma zdecydowany wpływ na roz
wój choroby i ekspresję sym ptom ów przez tego wirusa w y
woływanych. Wydaje się, iż obecność „satelitopodobnych" 
elementów, obok nici genomowych wirusa pomocniczego, 
pojawiła się na drodze jego adaptacji do efektywniejszej in
fekcji. Przykładem jest wirus nekrotycznego żółknięcia ner
wów  buraka (ang. Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV), 
którego genom stanowią nici 1 i 2. Natomiast nici 3, 4, 5 to 
cząsteczki RNA satelitarno-podobne. Każda z nich posia
da otwartą ramkę odczytu i odgrywa rolę w patogenezie 
wirusa. RNA 3 w pływa na intensywność choroby, RNA 4 
zwiększa wydajność transmisji przez wektory grzybowe, 
zaś RNA 5 wpływa zarówno na rozwój sym ptom ów jak i 
transmisję wirusa [1,3].

RÓŻNORODNOŚĆ SEKWENCJI SATELITARNEGO 
RNA A WPŁYW NA SYMPTOMY CHOROBOWE; 
INTERAKCJE SATELITA -  WIRUS-ROŚLINA

Największą różnorodnością sekwencji cechują się satRNA 
wirusów CMV oraz PSV, należące do Cucumovirus. Genom 
tych wirusów stanowią trzy nici ss(+)RNA: RNA 1 i 2 ko
dujące składniki kompleksu replikacyjnego oraz RNA 3 ko
dujący białko płaszcza i białko odpowiadające za transport. 
Podczas transkrypcji powstają dwie nici subgenomowe: 
RNA 4 powstający na matrycy RNA 3, na którym dochodzi 
do ekspresji białka płaszcza i RNA 4a powstający na m a
trycy RNA 2 — kodujący białko 2b (obecne u wszystkich 
kukum owirusów, funkcjonujące jako supresor procesu w y
ciszania genów u roślin). W niektórych izolatach występuje 
też piąta nić będąca satRNA [6-8], Najlepiej scharakteryzo
wane cząsteczki satelitarne tych wirusów to tzw. CARNA
5 (ang. CMV-Associated RNA 5) oraz PARNA 5 (ang. PSV- 
Associated RNA 5), nasilające zmiany nekrotyczne w zainfe
kowanych tkankach pomidora [1]. Wśród 28 izolatów CMV 
znaleziono kilkanaście wariantów sekwencji satelitarnych 
RNA. Niektóre zmiany w  sekwencji RNA tych cząsteczek 
mają wpływ na regulację infekcyjności wirusa oraz proces 
replikacji [3], Przekształcenia te nie są przypadkowe, lecz 
zachodzą w ściśle określonym rejonie. Jeśli w obrębie dane
go fragmentu, odpowiadającego za pojawianie się ostrych 
objawów chorobowych zajdzie zmiana kilku nukleotydów, 
to może to wpłynąć na rodzaj odpowiedzi, indukowanej 
przez gospodarza roślinnego wskutek zaistniałej infekcji. 
W wirusie PSV znaleziono satRNA-G, hamujący sym pto
my chorobowe w tytoniu zainfekowanym PSV oraz satR
NA-V, który nie ma w pływ u na rozwój choroby. Różnica 
w sekwencji pomiędzy tymi cząsteczkami wynosi zaledwie
6 nukleotydów (5 substytucji oraz 1 delecja) [9], Podobnie 
cząsteczka W Ll-satRNA wirusa CMV, hamująca objawy 
choroby, różni się pozycją 3 nukleotydów w obrębie konser
watywnego rejonu 3' od satRNA CMV nasilających sym pto
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my nekrozy [1], Jednakże ze względu na małą wciąż wiedzę 
o charakterze oddziaływań roślina-wirus —satelita, wpływ 
drobnych zmian w sekwencji satRNA na rozwój sym pto
mów jest trudny do przewidzenia i wymaga każdorazowo 
doświadczalnej weryfikacji.

Przypuszcza się, że pewną rolę, w obserwowanym  me
chanizmie osłabiania intensywności sym ptom ów letalnych, 
w przypadku niektórych satRNA towarzyszących CMV, 
odgrywa forma dwuniciowa tych satelitarnych RNA. Do
świadczalnie wykazano, że inokulacja rośliny szczepem 
CMV z satRNA o właściwościach redukujących symptomy 
chorobowe powoduje nagromadzenie w  tkankach roślin
nych jego kopii zarówno jedno- jak i dwuniciowych, aczkol
wiek w późniejszych etapach infekcji zauważono, że liczba 
cząsteczek dwuniciowych znacznie przewyższa ilość kopii 
jednoniciowych. Natomiast replikacja genomowych nici w i
rusa pomocniczego jest utrzym ywana na minimalnym po
ziomie, co w efekcie hamuje zakażenie [10].

Rozwój choroby wirusowej roślin oraz specyficzność 
replikacji zależą od wirusa pomocniczego, satRNA i sa
mej rośliny, a także od interakcji pomiędzy tymi trzema 
elementami. Replikacja satRNA możliwa jest dzięki w iru 
sowemu kompleksowi replikacyjnemu oraz czynnikom do
starczanym przez roślinę. Istnieją szczepy wirusów, które 
selektywnie replikują konkretne satelity. Pokrewne wirusy 
nie zawsze namnażają identyczne cząsteczki satelitarnego 
RNA. Większość satRNA CMV jest skutecznie powielana 
dzięki wirusowi aspermii pomidora (Tomato aspermy vi
rus, TAV), należącemu do tego samego rodzaju (Cucumovi- 
rus), ale np. replikacja PARNA 5 nie jest wspierana przez 
CMV podobnie PSV nie wspomaga amplifikacji CARNA 5. 
Wśród tombuswirusów bariery te są mniej restrykcyjne, np. 
TBRV wspomaga replikację satelitarnego RNA izolowane
go z innych gatunków wirusów, należących do tego samego 
rodzaju.

Pewien, nie do końca wyjaśniony w pływ  na efektywność 
replikacji cząsteczek satelitarnych oraz na kierunki infekcji 
posiada roślina. Prawdopodobnie jest to związane z różną 
ekspresją białek odpowiedzialnych za wywoływanie reakcji 
nadwrażliwości (HR) w roślinie oraz mechanizmami wyci
szania genów, jakimi dysponuje gospodarz roślinny. N a
silanie intensywności infekcji w  obecności satRNA wirusa 
mozaiki ogórka CMV, spowodowane jest indukcją apopto
zy w  komórce roślinnej przez ujemną nić cząsteczki sateli
tarnej [11].

Spokrew nione satRNA mogą replikow ać się w  tej sa
mej roślinie z różną efektywnością. Małe satelity nepo- 
w irusów  np. w irusa mozaiki gęsiówki (ang. Arabis mo
saic virus, ArMV) skutecznie replikują się w  Chenopodium 
quinoa, z kolei większe np. TBRV replikują się w  tym  
sam ym  gospodarzu  z małą wydajnością. Znacznie lep 
szymi gospodarzam i są dla nich Nicotiana clevelandii, Pe
tunia hybrida, Nicotiana benthamiana. Podobne obserwacje 
dotyczą satelitarnych RNA w irusa żółtej pstrości cykorii 
(ang. Chicory yellow mottle virus, CYMV) oraz CMV, które 
znacznie wydajniej replikują się w  kabaczku (Cucurbita 
pepo) niż w tytoniu [3].

Satelitarne cząsteczki RNA zasocjowane z tymi samymi 
szczepami w irusów  pomocniczych mogą również w yw o
ływać różne reakcje u różnych gospodarzy roślinnych. Na 
przykład satRNA B̂  CMV może pow odow ać chlorozę w 
tkankach tytoniu i pom idora, natom iast oznaki nekrozy 
tylko w kom órkach pom idora2. Warto podkreślić, że jest 
to przypadek satelitarnego RNA, nasilający objawy cho
robowe. Ze względu na zdolności m odulow ania sym pto
m ów infekcji, w ywoływanych przez w irusy pomocnicze, 
satelitarne RNA potencjalnie mogą mieć znaczenie w 
kontroli rozwoju chorób wirusowych, szczególnie w śród 
roślin uprawnych. Proponuje się różne m etody zapobiega
nia rozwojowi patogenezy z udziałem  tychże cząsteczek. 
W Chinach profilaktycznie inokuluje się sadzonki roślin 
łagodnym  szczepem w irusa posiadającym satelitarny 
RNA. W ten sposób uzyskuje się roślinę odporną na in 
fekcje bardziej zjadliwym szczepem wirusa. Mamy tu do 
czynienia ze zjawiskiem odporności krzyżowej, w którym 
zainfekowanie gospodarza roślinnego wirusem  nadaje mu 
odporność na ponow ną infekcję innym szczepem wirusa, 
tego samego gatunku [1], Inną strategią jest otrzym ywanie 
roślin transgenicznych, których genom zawiera w irusow y 
satelitarny RNA zdolny do łagodzenia sym ptom ów  choro
by [10,12]. Prow adzone są liczne badania nad możliwoś
ciami zastosowania satelitarnego RNA jako użytecznego 
narzędzia kontrolującego zmiany chorobowe roślin infe
kowanych wirusami.

PROCESY AUTOKATALITYCZNE

Wśród satRNA istnieją takie, które tworzą podczas re
plikacji konkatamery. Struktury te muszą następnie prze
kształcić się do występujących naturalnie liniowych, bądź 
kolistych monomerów. Jest to możliwe dzięki jeszcze jed
nej charakterystycznej właściwości niektórych satRNA — 
zdolności do procesów autokatalitycznych. Znane są trzy 
podstawowe typy satelitarnych RNA, wykazujących takie 
właściwości: (1) liniowe satelity nepowirusów formujące 
multimeryczne, koliste formy pośrednie, (2) koliste satRNA 
sobemowirusów tworzące multimeryczne formy pośrednie 
oraz (3) liniowe satelity kukum owirusów również tworzące 
multimeryczne formy pośrednie [3]. Możliwość autokata- 
litycznego rozcinania konkatamerów jest determinowana 
przez obecność w cząsteczkach satRNA sekwencji dla ry- 
bozymów.

Rybozymy te mogą tworzyć domeny katalityczne o 
kształcie „spinki do włosów" (ang. hairspin) lub występują 
w postaci tzw. „głowy młotka" (ang. hammerhead). U nepo
wirusów sekwencje odpowiadające za procesy autokatali- 
tyczne znajdują się na nici + („głowa młotka") i — („spinka 
do włosów"), natomiast u sobemowirusów na obu niciach 
zlokalizowane są rybozymy typu „głowa młotka". Reakcje 
autokatalitycznego wycinania obserwowane są również w 
satRNA u kukumowirusów. W porównaniu z poprzedni
kami mają one dodatkową zdolność do autoligacji, jednak 
obie aktywności dotyczą jedynie form dwuniciowych sate
litarnego RNA [3],

2Taka odpow iedź jest najpraw dopodobniej w yw ołana interakcją określonej czą
steczki satRNA CMV z czynnikiem  stanow iącym  nić genom ow ą RNA 2 w irusa 
CMV, a tym  sam ym  z kodow anym  przez tę nić białkiem 2a, będącym  składni
kiem  kom pleksu replikacyjnego. Interakcja ta jest dodatkow o zależna od rośliny.
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DEFEKTYWNY RNA

POCHODZENIE CZĄSTECZEK DEFEKTYWNYCH

Cechą charakterystyczną wszystkich defektywnych ele
m entów jest homologia ich sekwencji z genomem wirusa 
wspomagającego. Cząsteczki defektywnego RNA (D RNA) 
posiadają delecje wewnątrz zachowanych kodujących frag
m entów genomu macierzystego. W obrębie tych sekwencji 
znajdują się jednak pewne sygnały do replikacji, proce
su pakowania wirionu i akumulacji, rozpoznawane przez 
kompleksy enzymatyczne dostarczane dzięki wirusowi po
mocniczemu. Defektywne RNA, które zakłócają replikację 
wirusa wspomagającego określane są mianem defektyw
nych interferujących RNA (DI RNA). Cząsteczki te, by móc 
się efektywnie namnażać, współzawodniczą z wirusem 
pomocniczym o kompleks replikacyjny. Taka ingerencja 
w  proces replikacji wirusa przejawia się obniżaniem, bądź 
zwiększaniem poziomu akumulacji potomnych wirionów, 
a tym samym zmianą intensywności symptomów chorobo
wych, które on wywołuje. DI RNA zidentyfikowane zostały 
w wielu wirusach roślinnych, które posiadają zarówno po
dzielony, jak i jednoczęściowy genom RNA. Pierwszą taką 
cząsteczkę wykryto w tkankach pomidora zainfekowanych 
wirusem krzaczastej karłowatości pomidora (ang. Tomato 
bushy stunt virus, TBSV), należącym do tombuswirusów. Jest 
to najlepiej scharakteryzowany DI RNA wśród wirusów o 
niepodzielonym genomie. Z kolei cząsteczką reprezentującą 
rodziny wirusów o genomie segmentowanym jest DI RNA 
wirusa pstrości bobiku (ang. Broad bean mottle virus, BBMV) 
należącego do bromowirusów. W przeciwieństwie do DI 
RNA, cząsteczka D RNA nie oddziałuje na proces replikacji 
wirusa pomocniczego i jest neutralna dla patogenezy [7],

Istnieją dwie teorie tłumaczące powstanie cząsteczek 
defektywnego RNA. W edług pierwszej, DI RNA powstał 
wskutek „przeskakiwania" replikazy wirusowej, podczas 
syntezy w inne miejsce na tej samej nici lub na inną matrycę 
(w przypadku genomów podzielonych), co w efekcie pro
wadziło do powstania potomnej nici nie w pełni komple
mentarnej do matrycy. Podczas replikacji na nici matryco
wej mogą także powstawać struktury drugorzędowe, które 
są omijane przez polimerazę. Wskutek tego nić potomna 
będzie posiadała delecję danego obszaru genomu (Ryc. 2)
[4], Druga koncepcja zakłada, że cząsteczki te są wynikiem 
replikacji zrekombinowanych nici RNA. Rekombinacje za
chodzą najczęściej w tak zwanych "gorących miejscach" 
(ang. 'hot spots'), w pobliżu których występują regiony 
wykazujące duże podobieństwo sekwencji, bogate w pary 
AU lub zdolne do formowania dupleksów RNA [13,14]. W 
świetle powyższych teorii defektywne interferujące RNA 
można podzielić na dw a podstawowe typy. Pierwszy to 
DI RNA, stanowiący mozaikę fragmentów genomu wirusa 
pomocniczego, np. u TBSV, wirusa pierścieniowej plami
stości storczyka (Cymbidium ringspot virus, CyRSV), wirusa 
kędzierzowatości rzepy (Turnip crinkle virus, TCV), wirusa 
nekrozy ogórka (Cucumber necrosis virus, CNV), drugi to 
cząsteczki powstałe na drodze pojedynczej wewnętrznej de- 
lecji w niciach genomowych (np. u CMV, BBMV). Do d ru 
giej grupy zalicza się również defektywny RNA (D RNA), 
który jest związany z wirusami żółtej mozaiki koniczyny 
(Clover yellow mosaic virus, C1YMV) i mozaiki stokłosy (Bro-

Rycina 2. M odele pow staw ania cząsteczki DI RNA. U góry replikaza (oznaczona 
kolorem  czerwonym ) przeskakuje z jednego miejsca do drugiego, co wynika z 
homologii sekwencji. Poniżej delecja spow odow ana kom plem entarnością sek
wencji w  obrębie matrycy, która pow oduje tw orzenie się struk tu ry  driigorzędo- 
wej, pomijanej przez polim erazę podczas replikacji; strzałki wskazują kierunek 
poruszania się polim erazy na m atrycy (wg [4], zmodyfikowane).

me mosaic virus, BMVJ [7,13,15], Przykładowo, defektywny 
RNA, związany z CMV powstał na nici genomowej RNA
3 poprzez delecję w części kodującej białko 3a (odpowiada 
za transport z komórki do komórki), z kolei matrycą dla DI 
RNA wirusa BBMV jest RNA 2, w którym zaszła zmiana w 
obrębie sekwencji białka 2a (składnika kompleksu replika- 
cyjnego). Mimo, że delecja nie przesuw a ramki odczytu tuż 
za usuniętym fragmentem, defektywny RNA nie stanowi 
matrycy dla funkcjonalnych białek aktywnych w procesach 
namnażania, transporcie czy pakowaniu. Powstawanie D, 
DI RNA, jak i wirusów defektywnych stanowi podstawę 
szybkiego tempa ewolucji, będącego skutkiem adaptacji do 
nowych w arunków  środowiska.

STRUKTURA PIERWSZORZĘDOWA 
DEFEKTYWNYCH RNA

Defektywne cząsteczki RNA są stosunkowo niewielkie, 
długość sekwencji wynosi od 400 do 800 nukleotydów. W 
zależności od sposobu powstawania, mamy DI RNA skła
dające się w większości z przylegających do siebie fragmen
tów genomu wirusa wspomagającego, bądź stanowiących 
jego nieuporządkowaną mozaikę. Wspólną cechą natural
nie pojawiających się cząsteczek DI RNA jest zachowanie 
konserwatywnych sekwencji terminalnych 5' i 3' genomu 
wirusa pomocniczego, jak i zachowanie za miejscem delecji 
otwartych ramek odczytu. Przykładowo u tom buswirusów 
małe DI RNA mają długość około 400-600 nt, co stanowi 
10-20% ich genomu [4], Zbudowane są z kilku konserwo
wanych, nie przylegających do siebie segmentów nici ge
nomowej. W śród tych cząsteczek występuje różnorodność 
wielkości sekwencji spow odow ana drobnymi delecjami w e
w nątrz obszarów konserwowanych. Generalnie mówi się o 
dwóch klasach DI RNA naturalnie występujących w koin- 
fekcji z tombuswirusami: małych, stanowiących większość
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i będących cząsteczkami modelowymi defektywnych RNA 
oraz dużych, które najprawdopodobniej są formami pośred
nimi w powstawaniu tych mniejszych. Typowa cząsteczka 
zbudow ana jest z czterech fragmentów homologicznych z 
genomem macierzystym: I i IV odpowiednio występujących 
na końcach 5' i 3' oraz II i III zlokalizowanych wewnątrz 
nici genomowych. Rejony I i II posiadają odpowiednio ko- 
don start i stop dla białek wchodzących w skład kompleksu 
replikacyjnego (33 kDa, 92 kDa), natomiast rejony III i IV 
pochodzą z końca 3' i nie posiadają sekwencji kodujących 
(Ryc. 3). Często w obszarach konserwowanych (np. IV) w y
stępują komplementarne rejony, co prowadzi do tworzenia 
na ich obszarze struktur drugorzędowych [4,12,16,17],

INTERFERENCJA Z WIRUSEM 
WSPOMAGAJĄCYM, AKUMULACJA DI RNA,
WPŁYW NA SYMPTOMY CHOROBOWE

Cząsteczki defektywnego interferującego RNA podob
nie jak satelitarny RNA, wymagają obecności wirusowego 
kompleksu replikacyjnego. Głównym efektem obecności 
DI RNA jest interferencja z replikacją wirusa. Dzięki obec
ności na nici DI RNA konserwowanych rejonów końco
wych, wirusowa polimeraza odnajduje swoje promotory, co 
umożliwia amplifikację defektywnych cząsteczek. Badania 
prowadzone w warunkach ograniczonej ilości wirusowej 
polimerazy dowiodły, że cząsteczki DI RNA w spółzaw od
niczą z genomem wirusa o kompleks replikacyjny [4]. O d
działywania cząsteczek defektywnego interferującego RNA 
i wirusa nie jest do końca zbadane. Interferencję z wirusem 
pomocniczym można obserwować na poziomie molekular
nym — DI RNA ma wpływ na stężenie i poziom akum u
lacji wirusowego RNA oraz makroskopowo — wpływ na 
objawy chorobowe [4], Akumulacja DI RNA hamuje repli- 
kację genomu wirusowego, obniża ilości mRNA dla białek, 
które wywołują symptomy choroby (np. u tombuswirusów

Rycina 3. Schemat genom u tom busw irusów  oraz naturaln ie występującej czą
steczki DI RNA. W DI RNA kolorem niebieskim oznaczono rejony pochodzące z 
genom u wirusa: białka 33 kDa i 92 kDa zaangażow ane są w  replikację, 41 kDa to 
białko płaszcza, 22 kDa białko pośredniczące w  transporcie z kom órki do kom ór
ki i białko 19 kDa rów nież ułatwiające rozprzestrzenianie w  tkankach gospodarza 
roślinnego. A) klasa w iększych cząsteczek DI RNA zawierająca trzy segm enty 
hom ologiczne z genom em  tom busw irusów  I, II, III/IV , B) klasa mniejszych czą
steczek (m odelowa cząsteczka DI RNA), składających się z czterech segm entów 
I, II, III, IV; cząsteczka jest mniejsza, poniew aż nastąpiła delecja odcinka hom olo
gicznego z genomem pom iędzy regionam i III i IV (wg [4], zm odyfikowane).

białka 19 i 22 kDa), a tym samym powoduje spadek tempa 
ich ekspresji [4], Cząsteczki defektywne zwykle osłabiają 
wirozy, np. DI RNA wirusa BBMV niweluje ostre objawy 
towarzyszące infekcji wirusowej u wszystkich gatunków 
roślin bobowych, za wyjątkiem grochu, u którego obserwu
je się nasilenie choroby [6]. Naturalnie związana z wirusem 
TCV cząsteczka DI RNA G również powoduje nasilenie 
rozwoju infekcji. DI RNA G jest mozaikową cząsteczką nie 
przypominającą genomu macierzystego. Spośród sekwen
cji gospodarza zachowały się w niej tylko rejony końcowe 
oraz krótkie powtórzone sekwencje, znajdujące się blisko 
nich. Rośliny zainokulowane DI RNA G oraz dzikim szcze
pem TCV wykazują nasilone symptomy choroby. Na po
wierzchni zainfekowanych liści pojawiają się ciemnozielone 
zabarwienia, zaś na starszych liściach dodatkowo objawy 
chlorozy, a także karłowatość i skręcanie liści [18], Nasile
nie patogenezy zależy prawdopodobnie od białka płaszcza 
(ang. coat protein, CP) wirusa TCV. Według tej hipotezy czą
steczka DI RNA G posiada na końcu 3' domenę wiążącą, 
komplementarną zarówno do sekwencji CP TCV, jak i ro
ślinnego czynnika X, który za pośrednictwem wiązek prze
wodzących uczestniczy w transporcie wirusa w organizmie 
rośliny. Białko płaszcza oraz czynnik X konkurują o miejsce 
wiążące, gdyż związanie czynnika X powoduje zaham o
wanie transportu wirusa, a tym samym rozwoju choroby. 
Natomiast związanie CP wirusa TCV do DI RNA G nie 
ogranicza naturalnych funkcji czynnika X, prowadząc do 
rozprzestrzeniania cząstek potomnych wirusa w tkankach 
gospodarza (Ryc. 4) [19],

W arunkami efektywnej akumulacji DI RNA są nie tylko 
obecność wirusa pomocniczego oraz rejonów promotoro- 
wych dla kompleksu replikazy, ale również zachowanie 
sekwencji kodujących (otwartych ramek odczytu) [4,7,20], 
Ponadto zaobserwowano, że długość cząsteczek defektyw
nych, jak i rodzaj gospodarza roślinnego mają znaczenie w 
procesie ich akumulacji. Defektywne RNA wykazują specy
ficzność do gospodarza, a także do określonej tkanki roślin
nej [7], Cząsteczka D RNA u CMV efektywnie replikuje się 
w  zainfekowanych tkankach tytoniu i rozprzestrzenia się 
w całej roślinie, natomiast w pomidorze namnaża się, ale 
nie ma możliwości rozprzestrzenienia się w jego tkankach 
[7], Obserwacje prowadzone na wielu innych roślinach do
prowadziły naukowców do wniosku, że wirusowe białko 
umożliwiające transport nie wystarcza, by efektywnie roz
prowadzać cząsteczki defektywnego RNA w komórkach 
gospodarzy roślinnych i bardziej istotna jest tu specyficz
ność tkankowa roślin [7],

Ciekawostką jest w ystępowanie DI w wirionach w i
rusów  satelitarnych, pokazujące, że regulacja przebiegu 
infekcji może być jeszcze bardziej skom plikowana i wie
lopoziomowa. Przykładem  jest satelitarny wirus mozaiki 
prosa, SPMV namnażający się w  obecności w irusa PMV 
(ang. Panicum mosiac virus). Wirus PMV jest jednocześnie 
zasocjowany z satRNA oraz wyżej wym ienionym  wirusem 
satelitarnym, u którego w trakcie infekcji dochodzi do syn
tezy DI RNA. Specyficzna interakcja między kom ponen
tami tego układu w pływ a na kierunki rozwoju choroby 
wirusowej. W irus satelitarny SPMV zwiększa akumulację 
i rozprzestrzenianie w irusa PMV prow adząc do zaostrza
nia objawów chlorozy i karłowatości. Wykazuje również
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Rycina 4. W pływ białka płaszcza w irusa TCV na m odulow anie infekcji za pośrednictw em  cząsteczek subw iruso 
w ych zasocjowanych z w irusem  TCV. A) wysoki poziom CP w irusa TCV pow oduje preferencyjne przyłączanie go 
do dom eny na końcu 3' subwirusow ych cząsteczek, co p row adzi do zaostrzenia infekcji; B) obniżona ekspresja białka 
CP pow oduje związanie do satRNA C czynnika X, w spółuczestniczącego w  transporcie w irusa  w  roślinie, co zakłóca 
jego funkcję i ham uje wirozę. CP wiąże się natom iast do DI RNA. Nie m a to jednak w pływ u na zakażenie (mecha
nizm  ten jest niewyjaśniony). C) ekspresja białka CP w irusa CCFV zam iast CP w irusa TCV ogranicza chorobę, CP 
obcego w irusa nie rozpoznaje dom eny wiążącej cząsteczek subw irusow ych (wg [19], zm odyfikowane).

pew ne preferencje do opłaszczania cząsteczek satRNA, 
które nie mają w pływ u na jego akumulację, pozostając 
niezależne od jego replikacji, jak i transportu. Z kolei czą
steczki DI RNA wirusa SPMV, powstające de novo w skutek 
delecji białka płaszcza, determinującego nasilenie infekcji, 
zakłócają nam nażanie „macierzystego" w irusa SPMV, co 
w efekcie łagodzi patogenezę. W ynika z tego fakt, że naj
bardziej istotna w tym układzie jest kompetycja między 
w irusem  satelitarnym a jego DI RNA o czynniki ułatwiają
ce replikację oraz rozprzestrzenianie w komórkach gospo
darza [2,21].

CHIMERYCZNY RNA

POCHODZENIE I KORELACJE Z 
WIRUSEM WSPOMAGAJĄCYM

O statnim  z om aw ianych subw irusow ych elem entów  
jest chim eryczny RNA, powstający w procesie rekom 
binacji. Cząsteczka taka jest konstruktem  zawierającym  
sekwencje pochodzące z genom u w irusa pomocniczego 
oraz innych źródeł, np. satelitarnego RNA. Mimo prow a
dzonych badań  istnieje niewiele informacji na tem at tych 
cząsteczek oraz ich przykładów . Jedną z przyczyn jest 
p raw dopodobn ie  szybkie tem po rekombinacji w świecie 
w irusów .

W skutek licznych rearanżacji sek
wencji powstają również wirusy, 
które charakteryzują się chimerycz
nym genomem. Następstwem tych 
procesów są zmiany sym ptom ów 
chorobowych, w  stosunku do w y
woływanych przez dzikie typy w i
rusów. Przykładem jest chimeryczny 
genom RNA wirusa mozaiki wspię- 
gi (Cowpea mosaic virus, CPMV), u 
której objawy infekcji zależą od ro
dzaju zawartego w  genomie wirusa 
obcego insertu, wielkości białka ko
dowanego przez tę sekwencję oraz 
jego punktu izoelektrycznego [22], 
Podobne obserwacje dotyczą wirusa 
żółtej mozaiki rzepy (ang. Turnip yel
low mosaic virus, TYMV) [23].

Jednym z najlepiej poznanych 
przykładów subwirusowych chime
rycznych cząsteczek jest satelitarny 
RNA C, związany z wirusem kę- 
dzierzowatości rzepy, należącym do 
karmowirusów. Cząsteczka satRNA 
C powstała wskutek rekombinacji 
pomiędzy satelitarnym RNA D, na
turalnie zasocjowanym z wirusem 
TCV, a dw om a segmentami genomu 
tego wirusa, leżącymi przy jego koń
cu 3'. Sekwencja tego chimeryczne
go RNA składa się z 356 par zasad 
(Ryc. 5). Wskutek dalszego różnico
wania na drodze ewolucji cząsteczki 
satRNA C zmniejszyły homologię 
sekwencji zarówno z satRNA D jak i 

z genomem TCV [24], Badania dowiodły, że w tkankach za- 
inokulowanych satRNA C (posiadającym delecję w rejonie 
5'), satRNA D oraz wirusem TCV zakum ulowane są rekom- 
binanty satRNA C /satR N A  D. Utracony fragment w  chi
merze satRNA C został odtworzony dzięki homologicznej 
sekwencji pochodzącej z satRNA D. Nowe rekombinanty 
zbudow ane są z prawie całej długości cząsteczki satRNA D, 
połączonej z nicią satRNA C w jednym z pięciu możliwych, 
konserwowanych miejsc [24,25].

Cząsteczki chim erycznego satRNA C, podobnie  jak 
inne subw irusow e elem enty w ym agają do procesu re
plikacji w irusa pomocniczego, a także mogą m odulow ać 
sym ptom y chorobow e w zainfekow anych roślinach, w 
których TCV w yw ołuje patogenezę. Przypuszcza się, iż 
istotnym  czynnikiem  determ inującym  rozwój infekcji 
jest białko płaszcza (CP) w irusa TCV. Istnieje kilka teo 
rii wyjaśniających w pływ  CP na intensyw ność choroby. 
W pierw szym  etapie, satRNA C zasocjowany z w irusem  
kędzierzow atości rzepy zakłóca replikację, a przez to for
m ow anie potom nych w irionów  w irusa pomocniczego. 
P row adzi to do nagrom adzenia  dużej ilości wolnego biał
ka płaszcza, które jest w irusow ym  supresorem  potran- 
skrypcyjnego wyciszania genów  (ang. post-transcriptional 
gene silencing, PTGS), będącego m echanizm em  antyw iru-
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Rycina 5. O rganizacja genom u TCV; a) pojedyncza nić genom ow ego RNA koduje 
5 o tw artych ram ek odczytu. Począwszy od końca 5' karm ow irusy  kodują białka: 
p28, p88 -  biorące udział w replikacji; p88 ulega translacji z tej samej ram ki od 
czytu co białko p28, lecz w skutek supresji kodonu stop p roduk t ekspresji ulega 
w ydłużeniu; p8 i p9 — uczestniczą w transporcie w irusa  w roślinie, ulegają eks
presji z subgenom ow ego RNA (1,7 kb) oraz p38 — białko płaszcza, powstające 
na m atrycy subgenom ow ego RNA (1,45 kb); b) porów nanie  podobieństw a sek
wencji m iędzy genom em  TCV a elem entam i subw irusow ym i — satRNA D oraz 
chim erycznym  satRNA C (wg [24], zmodyfikowane).

sowej obrony roślin [11]. W kolejnym etapie w zrost in 
tensyw ności infekcji m ożna rów nież tłum aczyć faktem, 
że nagrom adzone białko płaszcza w irusa TCV obniża 
stabilność satRNA C, ograniczając jednocześnie jego re- 
plikację na rzecz zwiększonej akum ulacji i replikacji w i
rusa pomocniczego. W efekcie dochodzi do ostrzejszego 
przebiegu choroby. Infekcja rośliny sam ym  w irusem  TCV 
w yw ołuje objawy, takie jak karłowatość oraz skręcanie 
liści, natom iast w koinfekcji z satRNA C pojawiają się 
doda tkow o nekrotyczne zm iany tkanek prow adzące w 
efekcie do śmierci rośliny.

Chimeryczny RNA może również działać w przeciw 
nym  kierunku, niwelując objawy chorobowe, aczkolwiek 
m echanizm y odpowiadające za taką aktywność nie są do 
końca poznane. Istotą regulacji infekcji jest w iązanie białka 
płaszcza w irusa TCV do sekwencji satRNA C. Analogicz
nie jak w przypadku cząsteczki DI RNA G w irusa TCV, 
satRNA C posiada na końcu 3' dom enę wiążącą białko CP 
w irusa pomocniczego TCV. Czynnik X konkuruje z CP o 
miejsce wiążące w satRNA C. Podczas ograniczonej synte
zy lub nieobecności CP w irusa TCV roślinny czynnik trans
portujący wiąże się do subw irusow ego RNA uniem ożli

wiając rozprzestrzenianie potom nych cząsteczek w irusa w 
roślinie, hamując tym samym patogenezę. Z kolei związa
nie białka płaszcza TCV indukuje infekcję (Ryc. 4). Przy
kładowo, inokulacja rośliny satRNA C w raz ze szczepem 
TCV posiadającym delecję w obrębie białka płaszcza, lub 
z w irusem  TCV, posiadającym w sekwencji genom u biał
ko płaszcza w irusa chlorotycznej centkowatości rzeżuchy 
(ang. Cardamine chlorotic fleck virus, CCFV), łagodzi objawy 
choroby, co wynika nie tylko z podwyższonej akumulacji 
cząsteczek satRNA C i jednoczesnego obniżania poziomu 
nagrom adzenia nici genomowych w irusa pomocniczego, 
ale przede wszystkim  związane jest z ham ow aniem  trans
portu  w irusa w  roślinie (Ryc. 6a, 6b). W skutek zredukow a
nej ekspresji CP czynnik X ma większe pow inow actw o do 
satRNA C, natom iast białko płaszcza w irusa CCFV, w y
kazując niewielkie podobieństwo do sekwencji z CP TCV 
nie rozpoznaje dom eny wiążącej satRNA C, co w  efekcie 
ogranicza wirozę [1,19,25,26].

PODSUMOWANIE

W ystępow anie subw irusow ych cząsteczek RNA u w i
rusów  roślinnych jest dość częstym zjawiskiem. W pływ a
ją one m odulująco na i tak już złożone interakcje w irusa z 
jego gospodarzem  podczas infekcji. Cząsteczki te zwykło 
się niekiedy nazyw ać „pasożytującym i", gdyż dla sw o
jej amplifikacji i aktyw ności w ykorzystują m echanizm y 
w irusa pomocniczego. Jednakże określenie to nie jest do 
końca adekw atne. Być może to właśnie cząsteczki sub- 
w irusow e lub przynajmniej niektóre z nich, osłabiając 
sym ptom y infekcji, zapew niły w irusom  pom ocniczym  
przetrw anie  i rozprzestrzenianie w tkankach gospodarza, 
a tym  sam ym  ich sukces ewolucyjny.

Istnieje wiele hipotez wyjaśniających m echanizmy ha 
mowania, bądź nasilania zakażenia z udziałem  cząsteczek 
subwirusowych. Najczęstszymi sposobami osłabiania ob
jawów chorobowych są zakłócanie replikacji oraz zmiany 
poziomu akumulacji wirusa. Niektóre satelitarne, defek- 
tyw ne interferujące oraz chimeryczne RNA mogą również 
kodować dom eny wpływające na procesy zachodzące w 
roślinie. Drobne mutacje w ich sekwencji mogą wpłynąć 
na kierunek odpow iedzi gospodarza roślinnego. Produkty 
ekspresji w irusow ych genów, za pośrednictw em  subw iru 
sowych elementów również mogą indukować, bądź osła
biać odporność roślin na wirozę.

W ystępowanie subw irusow ych cząsteczek w wirusach 
może mieć także aspekt praktyczny dla upraw . Ze wzglę
du na posiadane właściwości można je wykorzystywać w 
kontrolowaniu przebiegu chorób wirusowych. Zgrom a
dzenie wystarczającej wiedzy na temat struktury, funkcji 
tych cząsteczek, a także wykazanie ich korelacji z czynni
kami roślinnymi biorącymi udział w zapobieganiu infekcji 
jest szansą na stworzenie skutecznego środka an tyw iru 
sowego. Być może subw irusow e elementy RNA staną się 
stabilnymi narzędziam i umożliwiającymi zapobieganie 
chorobom w irusow ym , bądź ich ograniczanie, co jest ce
lem badań naukowych. Ten niekonwencjonalny sposób 
ograniczania wiroz ma istotne znaczenie przy braku m oż
liwości bezpośredniego zwalczania wirusów.
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Rycina 6. W pływ chimerycznej 
cząsteczki satRNA C wirusa TCV 
na m odulow anie sym ptom ów  
chorobowych w zainfekowa
nych roślinach A. thaliana. TCV 
— dziki szczep w irusa  kędzie- 
rzowatości rzepy; K — kontrola, 
zdrow a roślina; CCFV — w irus 
chlorotycznej centkowatości rze
żuchy; T /C  — chim eryczny w i
rus TCV kodujący białko płasz
cza w irusa CCFV. A) ekotyp 
A rabidopsis thaliana Col-O (Co
lumbia). SatRNA C zwiększa in 
tensywność infekcji TCV, osłabia 
sym ptom y chorobow e w yw oła
ne chim erycznym  w irusem  T /  C, 
natom iast nie ma w pływ u na pa
togenezę pow odow aną w irusem  
CCFV; B) ekotyp Arabidopsis 
thaliana di-O (Dijon) (posiada 
gen w arunkujący odporność na 
TCV); satRNA C nie ma w pływ u 
na rozwój infekcji TCV, jest neu 
tralny w  stosunku do  patogene
zy wywołanej w irusem  CCFV 
oraz ham uje zakażenie w irusem  
T /C  (wg [25], za zgodą).
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ABSTRACT
Plant ss(+)RNA viruses besides their genome RNAs often are associated with additional subviral RNA molecules which occur naturally or 
are generated de novo  during infection. There are such molecules like: satellite, defective, defective interfering and chimeric RNAs. Subviral 
RNAs can not replicate and encapsidate by oneself. Helper viruses supply the protein complexes that are necessary to these processes. The 
subviral molecules are characterized by small size. Recombination, deletion and accumulation of mutation are the main ways of arising subvi
ral elements, although the origin of satRNAs is unknown. The unique feature of subviral RNAs is their ability to modify of infection progress 
caused by helper virus. They can attenuate or enhance the intensity of disease symptoms. The overall influence on disease development 
depends on three-component complex consisting of: plant host-virus' strain —subviral RNA. This article is a synthetic review of information 
concerning subviral RNA molecules of plant viruses, their structure, functions and origin.
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W S K A Z Ó W K I  D L A  A U T O R Ó W

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

torów  (ze w skazaniem  autora korespondującego), tytuł naukow y każ
dego z A utorów  i ich miejsce pracy z adresem  pocztowym , num erem  
telefonu i adresem  poczty elektronicznej, słowa kluczowe (do 6), wykaz

stosow anych skrótów  (do 10) w  porządku alfabetycznym  (ograniczony 
do niezbędnego m inim um ) oraz skrócony tytuł pracy (do 25 znaków).

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

Piśmiennictwo: Należy unikać nadmiernej liczby cytowań orygi
nalnych prac, odsyłając czytelników w  miarę możliwości do artykułów  
przeglądow ych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyżej 70 publika
cji, w  w iększości pochodzących z ostatnich 10 lat. W ykaz piśm ienni
ctw a obejmuje prace w  kolejności ich cytowania. W tekście, zaznacza 
się je liczbam i porządkow ym i ujętymi w  nawiasy kwadratow e, np. 
[3,7,9-26], Sposób cytow ania prac oryginalnych (1) i przeglądow ych 
(2), książek (3), rozdziałów  z książek jednotom owych (4), rozdziałów  
z tom ów  serii opracow anych przez różnych redaktorów  (5) wskazują 
poniżej podane przykłady:

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

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

3. Dołowy K, Szewczyk A, Pikuła S (2003) Błony biologiczne, W ydawnictwo N au
kow e Śląsk, Katowice, W arszawa

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

5. Darżynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkq'a końca 5' 
(KAPU) mRNA i U snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu 
chemii i biologii, t IV. W ydawnictwo N aukowe U niwersytetu im. Adama Mick
iewicza w  Poznaniu, Poznań, str. 143-179

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

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

Prace w  form ie elektronicznej prosim y przesyłać na adres: 

postepy@nencki.gov.pl

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

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