
POSTĘPY 
BIOCHEMII

POLSKIE 

TOWARZYSTWO 

BIOCHEMICZNE 

WARSZAWA 2008 

TOM 54 

NUMER4

Błędy w odszyfrowywaniu informacji genetycznej 

siRNA skierowane przeciwko telomerazie 

Metabolizm siarkj w roślinach i jego regulacja

PL ISSN 0032-5422 
Indeksowane w Medliné /PubMed 
www.postepybiochemii.pl http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


Benzonase® Nuclease
Efektywna redukcja lepkości i usuwanie kwasów 
nukleinowych z ekstraktów białkowych
•  Degraduje wszystkie formy DNA i RNA.
•  Efektywna w szerokim zakresie warunków działania.
•  Wyjątkowo wysoka specyficzna aktywność.
•  Idealna do usuwania kwasów nukleinowych z ekstraktów białek 

rekombinowanych.
•  Redukuje lepkość, skraca czas wykonywania preparatów oraz poprawia 

wydajność otrzymywania białek z ekstraktów komórkowych.
•  Poprawia rozdział prążków białek na żelach poliakrylamidowych.

Benzonase® Nuclease degraduje wszystkie formy DNA i RNA i nie wykazuje żadnej 
aktywności proteolitycznej. Jest idealna m.in. do usuwania chromosomalnego DNA, 
znacznie redukując lepkość ekstraktów białek rekombinowanych z E. coli. Enzym ten 
współdziała z odczynnikami do ekstrakcji białek - BugBuster® i PopCulture®, znacznie 
zwiększając wydajność procesu ekstrakcji. Benzonase® może być również 
wykorzystywana podczas oczyszczania białek z kultur komórek owadzich lub 
ssaczych.
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Zmniejszenie lepkości preparatu z 
zastosowaniem Benzonase .

Trawienie kwasów nukleinowych z 
zastosowaniem Benzonase".

Nazwa produktu Nr kat. Opk. Cena*

Benzonase® Nuclease, czystość > 90% (25 U///I) 70746-4

70746-3

2.5 KU 

10 KU

158 zł 

435 zł

Benzonase* Nuclease, czystość > 99% (25 U///I) 70664-3 10 KU 654 zł

Benzonase® Nuclease HC, czystość > 90% (250 U//xl) 71205-3 25 KU 704 zł

Benzonase Nuclease HC, czystość > 99% (250 U///I) 71206-3 25 KU 1 351 zł

Definicja 1 jednostki Benzonase : jest to taka ilość enzymu, która jest wymagana do zdegradowania 37 //g  DNA, 

w czasie 30 min, w temp. 37°C. KU = 1 000 U.

Zapraszamy do sklepu internetowego 
https://mecomm.merck.pl

* Cena nie zawiera podatku VAT (7%). Przy zamówieniu prosimy powołać się na kod promocji 13/2008, która jest ważna do 31 grudnia 
2008 r. Promocja nie sumuje się z innymi zniżkami i ofertami specjalnymi.
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Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z o.o. ogłasza trzecią edycję konkursu na najlepszą 
pracę doktorską z biochemii wykonaną w polskiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest 
przyznanie autorowi pracy tytułu doktora przez właściwą radę naukową lub radę wydziału w 2008 roku. 
Nagroda obejmuje premię pieniężną dla autora w wysokości 4 500 zł, ufundowaną przez firmę Merck, 
oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika „Postępy Biochemii" w 2009 roku. Nagrodę 
przyznaje ^óWfł^i^Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firmą Merck.
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Real-time PCR

^Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix (2X)
High specificity

y O  All the advantages at a glance

• Specificity -  Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase and the 
optimized buffer eliminate non-specific amplification and formation 
of primer dimers.

• Sensitivity -  detects low copy number targets.
• W ide linear range -  accurate quantification across 9 orders 

of magnitude.
• Universal -  can be used on most real-time thermal cyclers.
• Reproducibility and convenience -  ready-to-use 2X master 

mix minimizes pipetting error and reduces set-up time.

Applications______________________________

• Real-time PCR using SYBR Green dye.
• Real-time RT-PCR using SYBR Green dye.

M axim a ' SYBR Green qPCR Master Mix (2X)
Cat. No. Appl.

K0221 2x1.25 ml (for 200 reactions of 25 jul)

K0222 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 ¡j \ )

M elting curve analysis confrms high qPCR specifcity.

Am plification of 10-fold dilutions of supercoiled plasmid DNA, starting from 
10 ng down to 0.1 fg, using the Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix 
(2X) in duplicate reactions. Reactions were performed on the Eppendorf 
M aste rcyc ler®  ep realplex instrument. NTC is the non-template control.

^Maxima™ Probe qPCR
High sensitivity

y O  All the advantages at a glance

• Sensitivity -  detects low copy number targets.
• Specificity -  Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase and the 

optimized buffer eliminate non-specific amplification and formation
• of primer dimers.
• W ide linear range -  accurate quantification across 9 orders 

of magnitude.
Universal -  can be used with sequence-specific probes on most 
real-time thermal cyclers.
Reproducibility and convenience -  ready-to-use 2X master mix 
minimizes pipetting error and reduces set-up time.

Applications______________________________

• Real-time PCR using sequence-specific probes.
• Real-time RT-PCR using sequence-specific probes

M axim a' Probe qPCR Master Mix (2X)
Cat. No. Appl.
K0231 2x1.25 ml (for 200 reactions of 25 ¡j \ )

K0232 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 /j \)

Master Mix (2X)

Amplification of human PPP1CA gene was performed on serial 10-fold 
dilutions of Jurkat cell total RNA (from 1 ng to 1 pg). First strand cDNA was 
generated with the RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit ( # K 1 621). 
cDNA was amplified with the Maxima™ Probe qPCR Master Mix (2X) using 
the TaqM an® assay specific fo r PPP1CA. Reactions were performed on an 
ABI PR ISM ®  7000 instrument. 1 pg of total RNA was successfu lly  detected 
NTC is the non-template control.
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Collect, Preserve and Separate
Innovative Sample Standardization and Preparation 
for High Quality Clinical Research and Diagnostic Studies

BD Vacutainer® CPT™
One-Step mononuclear cell separation

BD Vacutainer® PPT™
High quality plasma preparation

PAXgene® Blood RNA
Immediate preservation of RNA in blood samples

BD™ P100
Immediate preservation of high quality 
plasma proteins for proteomics studies

BD™ P700
On-board stabilization o f plasma 
GLP-1for metabolic studies

BD™ Free Flow Electrophoresis
High resolution separation of 
native proteins and their isoforms

For more information, contact us at:
www.bd.com/vacutainer/molecular • www.bd.com/proteomics  
Becton Dickinson Polska Sp. z o.o.
Tel. 022 651 75 89
E-mail: MDx_Px@europe.bd.com

live healthy lives

BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. ©  2008 BD 
Paxgene is a trademark o f PreAnalytiX GmbH 
CDS,050808,01 http://rcin.org.pl
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P I Ę Ć D Z I E S I Ą T  L A T  D Z I A Ł A L N O Ś C I  
P O L S K I E G O  T O W A R Z Y S T W A  B I O C H E M I C Z N E G O

Lech Wojtczak

POWSTANIE I ROZWÓJ 
TOWARZYSTWA

Polskie Tow arzystw o Bioche
m iczne pow stało  przez w yodręb 
nienie z Polskiego 
T ow arzystw a Fizjo
logicznego. Przed 
wojną i w  p ie rw 
szym  okresie p ow o 
jennym  naukow cy 
pracujący w zakre 
sie biochemii sku 
piali się głównie w 
pow sta łym  jeszcze 
w  okresie m iędzy 
w ojennym  Polskim 
Tow arzystw ie Fi
zjologicznym. S top
niow o narastała 
jednak św iadom ość 
odrębności bioche
mii w  stosunku do 
innych nauk  fizjolo
gicznych. W yrazem  
tego stała się inicja
tyw a kilkunastu  w ybitnych profeso
rów w chodzących w skład Komitetu 
Biochemii Polskiej Akademii N auk 
pow ołan ia  do życia Polskiego To
w arzystw a Biochemicznego. Pod 
koniec 1957 roku powstała grupa  
założycielska pod przew odnictw em  
prof. W łodzim ierza Niemierki (Fot. 
1), profesora U niw ersytetu W ar
szaw skiego i jednocześnie kierow ni
ka Zakładu  Biochemii Instytutu Bio
logii Doświadczalnej im. Marcelego 
Nenckiego, której zadaniem  było 
u tw orzenie  naszego Towarzystwa. 
Zarejestrowanie Polskiego Tow arzy
stwa Biochemicznego i wciągnięcie 
do rejestru stow arzyszeń nastąpiło 
22 marca 1958 roku i datę tę p rzy jm u
jemy jako oficjalny term in narodzin  
naszego Towarzystwa. Tymczasowy 
Z arząd  pod  kierow nictw em  W łodzi
m ierza Niemierki rozpoczął przyj
m ow anie członków i zakładanie 
s truk tu r  Towarzystwa. W rezultacie 
12 g rudn ia  tego samego roku odby 

ło się w  W arszawie p ierw sze W alne 
Zebranie, które wyłoniło pierwszy, 
pow ołany w w yniku w yborów , Za
rząd Główny. Na jego czele stanął
w ybitny krakowski bio- _________
chemik, profesor U ni
w ersytetu  Jagiellońskie

go, a następ 
nie k rakow 
skiej A kade
mii M edycz
nej, Bolesław 
S k a r ż y ń s k i  
(Fot. 2). To
w a r z y s t w o  
nasze liczy
ło w ówczas 
około 200 
członków.

trzech. Tabela 1 pokazuje terminy i 
miejsca kolejnych Walnych Zebrań 
Towarzystwa. Warto w  tym miejscu 
przypomnieć, że statut Polskiego To-

Fotografia 1. Prof. W łodzim ierz Nie- 
m ierko (1897-1985), przew odniczący 
Komitetu Założycielskiego (1957) i Za
rządu  Tym czasowego (1958) Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego.

P i e r w s z y  
statut Polskie
go Towarzy
stwa Biochemicznego za
kładał dwuletnią kadencję 
władz. W wyniku zmiany 
statutu w 1972 r. kaden
cję tę przedłużono do lat

k
Fotografia 2. Prof. Bolesław Skarżyński (1901-1963), pierw szy Prezes 
Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego w latach 1958-1961. Po prawej 
jego asystenci, Tadeusz Szczepkowski i W łodzim ierz O strowski.

warzystwa Biochemicznego dopusz 
cza pełnienie funkcji prezesa tylko 
przez dwie kolejne kadencje, lecz nie 
wyklucza możliwości ponownego 
wyboru po przerwie.

Tabela 1. W alne Zebrania i w ybrani na nich Prezesi.

N r W alnego 
Zebrania i 
kadencji

Rok Miejsce
W alnego
Zebrania

N azw isko w ybranego Prezesa i O ddział, 
z którego pochodził

I 1958 W arszaw a Bolesław Skarżyński (Kraków)

II 1961 W arszaw a Bronisław Filipowicz (Łódź)

III 1963 Łódź Kazim ierz Zakrzew ski (W arszawa)

IV 1965 G dańsk Kazim ierz Zakrzew ski (W arszawa)

V 1967 Kraków Zofia Zielińska (W arszawa)

VI 1969 W rocław Zofia Zielińska (W arszawa)

VII 1971 Katowice Tomasz Borkowski (Lublin)

VIII 1974 W arszaw a Lech W ojtczak (W arszawa)

IX 1977 G dańsk Lech Wojtczak (W arszawa)

X 1980 W arszaw a Kazim ierz Zakrzew ski (W arszawa)

XI 1983 Szczecin Kazim ierz Zakrzew ski (W arszawa)

XII 1986 Katowice Zofia Porębska (W arszawa)

XIII 1989 Toruń Zofia Porębska (W arszawa)

XIV 1992 Łódź Liliana Konarska (W arszawa)

XV 1995 W arszaw a Liliana Konarska (W arszawa)

XVI 1998 Białystok Jolanta Barańska (W arszawa)

XVII 2001 Toruń Jolanta Barańska (W arszawa)

XVIII 2005 Lublin Lech W ojtczak (W arszawa)

XIX 2008 Olsztyn Andrzej Dżugaj (Wrocław)
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Statutową siedzibą Towarzystwa 
jest miasto stołeczne Warszawa. Wła
dze Polskiej Akademii Nauk przy
znały Towarzystwu skromny lokal 
w gmachu przy ul. Freta 16, gdzie 
już wcześniej ulokowano Polskie To
warzystwo Chemiczne. Jest to histo
ryczny budynek (Fot. 3), w którym

Fotografia 3. Pierwsza siedziba Zarządu G łównego 
Tow arzystw a w W arszawie przy ul. Freta 16.

przyszła na świat Maria Skłodowska- 
Curie. Mieści się w  nim również po
święcone jej muzeum. W 1998 r. biuro 
Zarządu Głównego przeniosło się do 
gmachu Instytutu Biologii Doświad
czalnej im. Nenckiego przy ul. Pa
steura 3, którego dyrekcja udostępniła 
naszemu Towarzystwu znacznie wy
godniejsze pomieszczenie. Mieszczą 
się tam również redakcje obu w yda
wanych przez Polskie Towarzystwo 
Biochemiczne czasopism, „Postępów 
Biochemii" i „Acta Biochimica Polo
nica". Więcej informacji o pierwszych 
piętnastu latach działalności Polskie
go Towarzystwa Biochemicznego 
znajdzie Czytelnik w opracowaniu 
prof. Bronisława Filipowicza [1].

Liczba członków Towarzystwa 
szybko rosła i już w 1974 r. prze
kroczyła 1000. W następnych latach 
wzrost ilościowy był znacznie wol
niejszy. W prawdzie przybywało no
wych członków, lecz starsze pokolenia 
odchodziły na emeryturę. Wiele osób 
zmieniało miejsce pracy i zamieszka
nia. Niektórzy wyjeżdżali na dłuższy 
okres lub na stałe za granicę. Dość 
częste były również przypadki wie
loletniego zalegania przez członków 
z opłacaniem składek. W rezultacie 
władze Towarzystwa utraciły kontakt 
z częścią swych członków i przez pe
wien czas dokładną liczebność nasze
go Towarzystwa trudno było ustalić.

Zarząd Główny kadencji 2005-2008 
wykonał żm udną pracę uporządko
wania listy członków, w wyniku cze
go skreślono z listy członków osoby, 
z którymi nie udało się, mimo wielo
krotnych prób, nawiązać kontaktu, a 
także członków zalegających, mimo 
upomnień, z opłacaniem składek. W 
rezultacie lista członków Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego w d ru 
giej połowie 2008 r. zamknęła się licz
bą około 1200.

Zgodnie ze statutem „członkiem 
zwyczajnym Polskiego Towarzystwa Bio
chemicznego może być obywatel polski 
lub obcy posiadający dorobek naukowy 
z biochemii lub dziedzin pokrewnych". 
Wymóg dorobku naukowego, rozu 
miany jako posiadanie przez kandy
data na członka przynajmniej jednej 
pełnej publikacji (lecz na przykład nie 
streszczenia komunikatu zjazdowe
go), był przez wiele lat rygorystycznie 
przestrzegany. Jednakże pod koniec 
ubiegłego stulecia, kiedy szeroko 
otworzyły się, również dla młodych 
doktorantów i studentów, możliwo
ści naukowych wyjazdów zagranicz
nych, w tym na kursy organizowane 
przez Federację Europejskich Towa
rzystw Biochemicznych (FEBS) oraz 
możność ubiegania się o stypendia 
FEBS, coraz liczniej zaczęli się do na
szego Towarzystwa zgłaszać młodzi 
biochemicy, nie mogący wykazać się 
publikacjami naukowym i w takim 
rozumieniu. FEBS bowiem uzależniał 
udzielanie wsparcia finansowego na 
te wyjazdy od przynależności kan
dydata do jednego z krajowych towa
rzystw biochemicznych zrzeszonych 
w Federacji. By wyjść naprzeciw tym 
wymaganiom, Zarząd Główny w 1995 
r. postanowił rozszerzyć możliwości 
przynależności do Towarzystw tw o
rząc status „członka-studenta", który 
nie byłby obowiązany wykazywać 
się dorobkiem naukowym, ale też nie 
miałby pełnych praw członkowskich, 
przede wszystkim praw  wyborczych 
do władz Towarzystwa i prawa głosu 
stanowiącego na Walnym Zebraniu. 
Krok ten otworzył wrota Towarzy
stwa licznej rzeszy młodzieży bio
chemicznej i tym samym umożliwił 
wielu z niej skorzystanie z różnego 
rodzaju bardzo atrakcyjnej pomocy 
finansowej ze strony FEBS. Władze 
Towarzystwa były jednak świadome 
niezgodności tego rodzaju członko
stwa ze statutem Towarzystwa, któ

ry jasno stwierdzał, że „członkowie 
zwyczajni Towarzystwa mają prawo do 
... czynnego i biernego wyboru do władz 
Towarzystwa". By znaleźć wyjście z tej 
kłopotliwej sytuacji, Zarząd Główny 
minionej kadencji (2005-2008) zaprze
stał przyjmowania nowych członków 
na status członka-studenta, natomiast 
znacznie złagodził definicję dorobku 
naukowego, uznając za takowy rów 
nież krótkie doniesienia zjazdowe, a 
także prace magisterskie i licencjackie 
z biochemii lub nauk pokrewnych.

Statut Towarzystwa przew idu
je tworzenie Oddziałów w ośrod
kach akademickich skupiających co 
najmniej 15 członków. Toteż już w 
pierwszych trzech łatach istnienia 
naszego stowarzyszenia powstały 
Oddziały w  Białymstoku, Gdańsku, 
Krakowie, Lublinie, Łodzi, Poznaniu, 
Szczecinie, Warszawie i Wrocławiu, a 
w ciągu następnych kilku lat kolejno 
w Olsztynie, Katowicach i Toruniu. 
Najliczniejszym spośród tych dw una
stu oddziałów jest Oddział W arszaw
ski, skupiający ponad połowę wszyst
kich członków Towarzystwa. Główną 
formą działalności Oddziałów były 
zebrania naukowe z referatami zapro
szonych gości, nierzadko z zagranicy. 
W późniejszym okresie jednak, wobec 
częstszego organizowania otwartych 
zebrań naukowych przez placówki 
badawcze, ta forma działalności osła
bła. Odrodziła się jednak w  ostatnich 
latach w formie organizowania mono
tematycznych mini-sympozjów. Przo
duje tu Oddział Warszawski, który z 
dużym  sukcesem zorganizował kilka 
takich spotkań wspólnie z warszaw 
skim oddziałem Towarzystwa Biolo
gii Komórki. Inną formą działalności 
oddziałów, bardzo istotną a zarazem 
stanowiącą poważne wyzwanie, jest 
organizacja dorocznych zjazdów To
warzystwa, o czym dalej.

OGÓLNOPOLSKIE ZJAZDY 
POLSKIEGO TOWARZYSTWA 
BIOCHEMICZNEGO

Do głównych statutowych zadań 
Towarzystwa należy organizowanie 
zjazdów, sympozjów i konferencji na
ukowych. Pierwsze takie ogólnopol
skie sympozjum odbyło się w 1960 r. 
w  Białymstoku i poświęcone było en
zymom oddechowym, rozdzielaniu i 
oczyszczaniu białek oraz przemianom 
aminokwasów. Następne sympozjum
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Fotografia 4. Prof. Józef Heller (1896-1982), pierw szy redaktor naczel
ny „Postępów Biochemii" w  latach 1953-1958, i prof. Irena Mochnacka 
(1905-1979), wchodząca w skład pierwszego zespołu redakcyjnego 
„Acta Biochimica Polonica" w latach 1954-1979.

zorganizowane w 1962 r. w Poznaniu 
miało za tematykę biochemię krwin
ki czerwonej. Natomiast pierwszy 
ogólnopolski szerokotematyczny 
zjazd naszego Towarzystwa odbył się 
w 1963 r. w Łodzi. Nazwany Pierw
szym Kongresem Biochemii Polskiej, 
zapoczątkował coroczne (z nielicz
nymi wyjątkami) spotkania, już pod 
skromniejszą nazwą „Zjazdów", któ
rych ostatni, czterdziesty trzeci, miał 
miejsce w 2008 r. w  Olsztynie (w tym 
przypadku, ponieważ było to spotka
nie zorganizowane wspólnie przez 
Polskie Towarzystwo Biochemiczne i 
Polskie Towarzystwo Biologii Komór
ki, zjazd otrzymał nazwę Kongresu 
Biochemii i Biologii Komórki).

Organizacja Zjazdów, zarówno od 
strony technicznej, logistycznej jak i 
programowej, pozostaje niemal w y
łącznie w gestii oddziału, na terenie 
którego Zjazd się odbywa. Jest to po
ważne wyzwanie nie tylko dla zarządu 
oddziału, ale także wobec szerokich 
rzesz jego członków. Należy stwier
dzić, że wszystkie oddziały z zadania 
tego wywiązywały się znakomicie. 
O popularności Zjazdów, a zarazem 
o ich potrzebie, świadczy fakt, że już 
w pierwszym z nich w 1963 r. wzię
ło udział ponad 600 biochemików, a 
w  następnych liczba ta utrzymywała 
się na poziomie 400-600 uczestników, 
by w  2008 r. osiągnąć liczba około 800 
osób. Sukces tego ostatniego, zorga
nizowanego, jak już wspomniano, ra
zem z Polskim Towarzystwem Biolo
gii Komórki, być może przyczyni się 
do częstszego odbywania krajowych 
zjazdów wspólnie z innymi towarzy

stwami naukowymi o zbli
żonym profilu.

WYDAWNICTWA

Drugą ważną formą 
działalności Polskiego To
warzystwa Biochemicz
nego jest działalność w y
dawnicza. Bezpośred
nio po swoim powsta
niu Towarzystwo nasze 
przejęło wydawanie 
przeglądowego czaso
pisma „Postępy Bioche
mii". Pismo to zostało 
utworzone kilka lat 
wcześniej i prowadzone 
przez Komitet Bioche
mii PAN. Pierwszym 
redaktorem naczelnym 

„Postępów", również po przejęciu 
pisma przez nasze Towarzystwo, 
był prof. Józef Heller, dyrektor po
wstałego w tym okresie Instytutu 
Biochemii i Biofizyki PAN (Fot. 4).
Po nim redaktorem pisma była prof. 
Irena Chmielewska z Uniwersytetu 
Warszawskiego, a następnie przez 
prawie 30 lat (1973-2000) kierowa
ła Redakcją „Postępów" prof. Zofia 

Z ielińska 
z Insty
tutu im. 
N e n c k i e g o  
(Fot. 5).

„Postępy  
B iochem ii"  
od swego 
p o w s t a n i a  
w 1953 r. (na 
Fot. 6 przed- 
s t a w i o n o  
o k ł a d k ę  
tego histo- 
r y c z n e g o  
z e s z y t u )  

cieszą się dużym  zainteresowaniem 
polskiej społeczności biochemicznej, i 
to zarówno młodych adeptów bioche
mii, studentów, jak i doświadczonych 
pracowników naukowych. Spełniają 
bowiem ważną rolę zarówno w po
głębianiu naszej wiedzy biochemicz
nej, jak również jako pomoc dydak 
tyczna. Obecnie, pod redakcją prof. 
Sławomira Pikuły (Instytut Biologii 
Doświadczalnej im. Marcelego Nenc
kiego) „Postępy" przyciągają uwagę 
czytelnika również niezwykle barwną 
stroną graficzną.

Drugim  sztandarow ym  pism em  
naszego Tow arzystw a są „Acta Bio
chimica Polonica". Pismo to pow sta 
ło w  1954 r. i przez wiele lat, bo aż 
do roku 1992, było w ydaw ane przez 
Komitet Biochemii i Biofizyki PAN. 
Polskie Tow arzystw o Biochemiczne 
przystąpiło  do w spółw ydaw ania  

„Acta" w 
1993 r., ale 
f a k t y c z n i e  
stało się za
rów no pod 
w z g l ę d e m  
m ery to ry cz 
nym  jak i 
o rgan izacy j
nym  głów 
nym  jego 
w y d a w c ą .  
P i e r w s z y  
K o m i t e t  
R e d a k c y j 
ny „Acta" 
składał się z 
p ro fe s o ró w  
W ło d z im ie 
rza Mozo- 
ło  w s k i e g o  
(Fot. 7), Ire
ny Mochnac- 
kiej (Fot. 4) 
i Ignacego 

Reifera. Na skutek ówczesnej sy tu 
acji politycznej i nacisku w ładz p ań 
s t w o w y c h  
„ A c t a "  
były po 
c z ą t k o w o  
w y d a w a n e  
w  języku 
p o l s k i m .
Szybko jed 
nak udało  
się przejść 
na język 
a n g i e l s k i ,  
dzięki cze
m u pismo 
to mogło 
s k u t e c z n i e  
w y p e ł n i a ć  
swoją misję 
p re z e n ta c j i  
o s i ą g n i ę ć  
polskiej biochemii na arenie m ię
dzynarodow ej. Przez 20 kolejnych 
lat (1979-1999) redaktorem  naczel
nym  „Acta" była prof. Konstancja 
Raczyńska-Bojanowska (Fot. 8), 
k tóra doprow adziła  do indeksowa-

B IO C H E M II
KOMITET BtOCKEMtCZWY POLSKIE! AKADEMII NAOK 

ROK 1 -  ZESZYT t

&
PARSTWOWY ZAKŁAD WYDAWNICTW LEKARSKICH

Fotografia 6. Strona ty tułow a pierw 
szego zeszytu „Postępów  Bioche
m ii" (1953 r.) w ydaw anych w  latach 
1953-1954 p rzez Państw owe Zakłady 
W ydaw nictw  Lekarskich. W 1955 
r. w ydaw anie  „Postępów " przejęło 
Państw ow e W ydaw nictw o N auko
we, zaczynając num erację tom ów  od 
początku.

Fotografia 5. Prof. Zofia Zie
lińska, redaktor naczelna „Po
stępów  Biochemii" w latach 
1973-2000.

Fotografia 7. Prof. W łodzi
m ierz M ozołowski (1895- 
1975), członek pierwszego 
kom itetu redakcyjnego „Acta 
Biochimica Polonica" w  latach 
1954-1968.
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nia pism a w Medline 
i innych dużych ba 
zach danych i dzięki 
której „Acta" mają 
swój impact factor.
Przez ostatnie dzie 
więć lat redaktorem  
naczelnym  „Acta" 
była prof. Liliana 
Konarska z W ar
szawskiego U niw er
sytetu M edycznego 
(Fot. 9). Po Jej śm ier
ci w sierpniu 2008 r.
przed pism em  sta- -----------------
nęło trudne zadanie 
znalezienia rów nie oddanego i kom 
petentnego redaktora  naczelnego.

Inicjatorzy powstania 
„Acta Biochimica Polo
nica" postawili przed 
pismem trzy główne za
dania: (1) stworzenie fo
rum, na którym polscy 
biochemicy mogliby pre
zentować swoje osiągnię
cia, (2) utworzenie wizy
tówki osiągnięć polskiej 
biochemii na zewnątrz i
(3) pomoc polskim bio
chemikom w pisaniu prac 
naukowych. To ostatnie 
zadanie, choć nigdy expli
cite nie sformułowane, 
stanowiło główną troskę 
pierwszych redaktorów 
pisma, Włodzimierza Mozołowskiego 
i Ireny Mochnackiej. Z drugiej strony 
idea „Acta" jako platformy publikacyj
nej dla polskich biochemików stała się 
z czasem nieco anachroniczna wobec 
coraz częstszego publikowania przez 
nich swych osiągnięć w czasopismach 
zagranicznych i międzynarodowych. 
Niemniej stały napływ m anuskryp
tów zarówno z kraju jak i z zagranicy 
oraz impact factor utrzymujący się w 
ostatnich latach na przyzwoitym po
ziomie (Ryc. 10) świadczą, że pismo 
jest potrzebne.

Pismo już od dawna, mimo swej 
nazwy „Polonica", publikuje prace 
również autorów zagranicznych. W 
ciągu ostatnich trzech lat 25% opubli
kowanych prac pochodziło całkowi
cie z zagranicy, a 12% było wynikiem 
współpracy polskich biochemików z 
ich zagranicznymi kolegami. Redak
cja przykłada dużą wagę do utrzy
mania wysokiego poziomu meryto

Fotografia 8. Prof. Konstancja Raczyń- 
ska-Bojanowska, redak tor naczelna 
„Acta Biochimica Polonica" w  latach 
1 9 7 9 - 1 9 9 9

Fotografia 9. Prof. Liliana Ko
narska (1944-2008), redaktor 
naczelna „Acta Biochimica Po
lonica" w  latach 1999-2008.

rycznego pisma, czego 
wynikiem jest spory 
odsetek odrzutów  (42% 
w ciągu ostatnich trzech 
lat). Przez ponad 50 lat 
swego istnienia „Acta" 
również przeszły prze
mianę swojej szaty 
graficznej (Fot. 11) i są 
obecnie redagowane i 
w ydaw ane w sposób 
profesjonalny. Zarów
no bieżące prace, prace 
w druku, jak i artykuły

----------------  archiwalne (na razie do
1994 roku wstecz) są 

bezpłatnie dostępne na stronie inter
netowej pisma (www.actabp.pl).

W okresie drugiej ka
dencji Zarządu Głównego 
(1961-1963) Towarzystwo 
rozpoczęło wydawanie 
„Monografii Biochemicz
nych". Poszczególne ze
szyty „Monografii", uka
zujące się w nieregular
nych odstępach czasu, były 
poświęcone wybranym, 
wąskotematycznym za
gadnieniom współczesnej 
biochemii i były opraco
wywane przez znawców 
przedmiotu. Stanowiły 
one wartościowe uzupeł
nienie literatury bioche
micznej, szczególnie w

Rycina 10. Zm iany w artości impact factor „Acta Bio
chimica Polonica" w latach 1998-2007.

Fotografia 11. Strona tytułow a „Acta Biochimica 
Polonica" w  latach 1954 (pierwszy zeszyt czasopi
sma), 1993 i 2007.

okresie, kiedy dostęp do bieżącej li
teratury w wielu polskich ośrodkach 
akademickich był utrudniony. Ostat
ni, 45-ty zeszyt „Monografii" ukazał 
się w  2002 r.

Zupełnie odmienną rolę pełnią wy
dawane kwartalnie od 1984 r. „Listy 
do członków". Jest to medium służą
ce informowaniu członków naszego 
Towarzystwa o aktualnych w ydarze
niach w naszej społeczności. Stano
wisko Redaktora „Listów" sprawuje 
z wielkim oddaniem  dr Teresa Weso
łowska z Oddziału Szczecińskiego.

SŁOWNICTWO BIOCHEMICZNE

Powstanie polskojęzycznych wy
dawnictw biochemicznych zwróci
ło uwagę na potrzebę ujednolicenia 
polskiej terminologii w  tej dziedzinie 
nauki. Toteż już na początku lat sześć
dziesiątych Towarzystwo nasze po
wołało Komisję Słownictwa Bioche
micznego pod przewodnictwem  prof. 
Tadeusza Korzyńskiego. Wynikiem 
kilkuletnich prac tej Komisji było opu
blikowanie w  „Postępach Biochemii" 
zasad polskiej terminologii bioche
micznej [2] i wydanie polskiej wersji 
m iędzynarodowego nazewnictwa 
enzymów zatwierdzonego przez Mię
dzynarodową Unię Biochemiczną [3]. 
Niejako kontynuacją tej działalności 
na polu nomenklatury jest w ydaw a
ny wyłącznie w wersji internetowej 
„Leksykon". Strona internetowa jest 
obecnie przebudow yw ana i czasowo 
nie jest dostępna.

NAGRODY TOWARZYSTWA

Na początku lat sześćdziesiątych 
Zarząd Główny Towarzystwa ufun
dował dwie doroczne nagrody: imie
nia Jakuba Karola Parnasa za naj
lepszą pracę wykonaną w polskim 
laboratorium i opublikowaną w roku 
poprzednim  i imienia Bolesława Skar
żyńskiego za najlepszy artykuł opu 
blikowany w  „Postępach Biochemii" 
w roku poprzednim. Nagrodę im. 
Parnasa Towarzystwo nasze traktuje 
jako najbardziej prestiżową. Jej lau
reaci zapraszani są każdorazowo do 
wygłoszenia odczytu na dorocznym 
zjeździe Towarzystwa. Laureaci obu 
nagród otrzymują dyplom  honorowy 
oraz pewną kwotę pieniężną. Z cza
sem tworzono inne nagrody. Ich licz
ba wynosi obecnie osiem, a pełen wy-
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Tabela 2. N agrody Polskiego T ow arzystw a Biochemicznego.

~  , ... P ierwszy raz
częstotliw ość

Patron nagrody N a zw a  przyznana Forma nagrody
°  przyznawania r ] , o j

r J  w  roku

T , , v  „  za najlepszą pracę z zakresu biochemii
Jakub Karol Parnas

w ykonaną w  polskim  laboratorium

„ , , , . za najlepszy artykuł opublikow any
Bolesław Skarżyński ’ , , n . ,

J w  Postępach Biochemii

1962

1962

dyplom , nagroda 
pieniężna1 i zaproszenie 
do wygłoszenia wykładu

dyplom  i nagroda pieniężna

W łodzim ierz
M ozołowski

Janina Opieńska- 
Blauth

corocznie
za najlepsze doniesienie na dorocznym  Zjeździe 
Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego 
przedstaw ione przez m łodego naukow ca 

za najlepsze doniesienie na dorocznym  Zjeździe 
Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego corocznie
przedstaw ione przez studenta

1968*

1994

dyplom  i nagroda pieniężna

dyplom  i nagroda pieniężna

Antoni Dmochowski
za osiągnięcia w  nauczaniu biochemii, 
biologii molekularnej i biotechnologii 

za najlepszą pracę z chemii i biochem ii 
kw asów  nukleinow ych

co 2 lata 1996

corocznie 1997

dyplom  i m edal

dyplom  i nagroda pieniężna2

Bronisław Filipowicz za popularyzację biochem ii i nauk pokrew nych co 3 lata 2001 dyplom  i m edal

dyplom , nagroda
za najlepszą pracę doktorską z biochem ii corocznie 2006 pieniężna3 i zaproszenie

do wygłoszenia prelekcji
*Nagroda nosi imię W łodzim ierza M ozołowskiego od 1975 roku
'Fundatorem  nagrody pieniężnej od 1997 r. jest d r Piotr Chomczyński, prezes M olecular Research Center, Inc., USA 
2Fundatorem  nagrody pieniężnej jest firma Sigma-Aldrich, Polska 
’Fundatorem  nagrody pieniężnej jest firma Merck, Polska

kaz ilustruje Tabela 2. Informacje na 
temat laureatów wszystkich nagród 
za ostatnie kilkanaście lat znajdują się 
na stronie internetowej Towarzystwa: 
w w w .p tb io ch .ed u .p l.

D Z I A Ł A L N O Ś Ć

M I Ę D Z Y N A R O D O W A

Bardzo w ażnym  aspektem  dzia 
łalności naszego Tow arzystw a była 
od samego początku 
jego istnienia w spó ł
praca zagraniczna.
N ależy tu przede 
w szystkim  zaliczyć 
udział Polskiego To
w arzystw a Bioche
m icznego w  Federacji 
Europejskich Tow a
rzystw  Biochemicz
nych, FEBS. Tow arzy
stw o nasze jest człon- 
k i e m - z a ł o ż y c i e l e m  
tej organizacji. W raz 
z s iedem nastom a in
nym i tow arzystw am i 
biochem icznym i Europy utw orzyło 
na początku 1964 roku Federację. 
Prezesem  naszego Tow arzystw a był 
w ów czas prof. Kazimierz Zakrzew 
ski (Fot. 12) i on to wziął udział w 
p ierw szym  posiedzeniu Rady FEBS 
w Londynie, na którym  przyjęto 
p ierw szy  sta tu t tej Federacji, m iesz

czący się na jednej kartce papieru  
(Fot. 13).

Polska od samego początku bardzo 
czynnie włączyła się w  prace FEBS, bo 
już dwa lata później, wiosną 1966 r., 
trzeci zjazd FEBS został zor
ganizowany w naszym kra
ju. Miejscem obrad był Pałac 
Kultury i Nauki w  W arsza
wie. Zjazd ten stał się nie- 

z w y k l e  
w a ż n y m  
w y d a r z e 
niem w ży
ciu nasze
go Towa
rzystwa, a 
zarazem i 
w  rozwo
ju polskiej 
biochemii.
W Zjeź
dzie wzię
ło udział 
p o n a d  
tysiąc na

ukowców z całego świata, 
wśród nich pięciu laureatów 
Nagrody Nobla. W okresie 
ograniczonych kontaktów z 
biochemią światową Zjazd 
FEBS w Warszawie był 
przede wszystkim dla mło
dych polskich biochemików

nieocenioną okazją bezpośredniego 
zetknięcia się z ówczesnymi twórcami 
współczesnej biochemii. Na Fotogra
fii 14 uwieczniono posiedzenie Rady 
FEBS z udziałem Komitetu Organi

Fotografia 13. Pierwszy statu t Federacji Europejskich Towarzystw  
Biochemicznych przyjęty 23 marca 1964 r. Podpis prof. Zakrzew 
skiego zaznaczono strzałką.

Fotografia 12. Prof. Kazim ierz Zakrzewski 
(1918-2000), prezes Tow arzystw a w  latach 
1963-1967 i 1980-1986), p rezydent FEBS w 
latach 1966-1967.
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Fotografia 14. Posiedzenie Rady FEBS w raz z kom itetem  organizacyjnym  III 
Zjazdu FEBS w W arszawie, Pałac K ultury i Nauki, kwiecień 1966 r. Identyfi
kacja niektórych uczestników: lewa strona stołu: drugi od lewej — Uriel Littau- 
er (Izrael), piąty (w kółku) — Kazim ierz Zakrzewski, ósm y (z fajką) — Frank 
Lundquist (Dania); prawa strona stołu: p ierw sza od prawej (w kółku) — Zofia 
Zielińska, d rug i — Severo Ochoa (USA), trzeci — Tadeusz Kłopotowski, czw ar
ty — T heodor Biicher (Republika Federalna Niemiec), siódm y (na tle tablicy) 
— Prakash  S. Datta (Skarbnik FEBS, Wielka Brytania), dziesiąty (widoczny 
częściowo) — W illiam J. W helan (Sekretarz Generalny FEBS, W ielka Brytania), 
jedenasty (ostatni, w idoczny częściowo) — Józef Heller. Zdjęcie ze zbiorów 
prof. T adeusza Kłopotowskiego udostępnione przez doc. Zofię Zarębską.

zacyjnego tego Zjazdu w jednej z sal 
Pałacu Kultury w  Warszawie.

Musiało upłynąć 38 lat, by nasze 
Towarzystwo ponownie zdecydowało 
się podjąć trud organizacji tej wielkiej 
imprezy, teraz już w zupełnie innych 
warunkach zarówno politycznych, lo
gistycznych i ekonomicznych. Dwu
dziesty dziewiąty zjazd, po raz pierw
szy pod oficjalną nazwą „Kongresu 
FEBS", odbył się w Warszawie w 2004 
r. Według powszechnej oceny, nie tylko 
naszej, była to również bardzo udana 
impreza. Część materiałów kongreso
wych została opublikowana w „Acta 
Biochimica Polonica", co między inny
mi przyczyniło się do skokowego wzro
stu impact factor. Wykład inauguracyjny 
wygłosił laureat nagrody Nobla, Kurt 
Wiittrich (Fot. 15). W Kongresie licznie 
reprezentowani byli doktoranci kierun
ków biochemicznych naszych uczelni i 
instytutów badawczych.

Inną formą działalności FEBS są 
stypendia naukowe, z której to pomo
cy korzystają liczne rzesze naszych 
młodszych kolegów. Przykładowo, w 
latach 2005 - 2007 różne formy krótko
terminowych stypendiów naukowych 
uzyskało 35 członków naszego Towa
rzystwa, a 2 osoby przebywały na sty
pendiach długoterminowych. Ponadto 
rokrocznie kilkanaście osób z Polski 
uczestniczy na koszt FEBS w kursach 
organizowanych przez tę Federację.

Inną formą działalno
ści są „fora młodych" 
— imprezy nauko
we poprzedzające 
doroczne kongresy 
FEBSu i przezna
czone wyłącznie dla 
młodych biochemi
ków. Ta działalność 
cieszy się dużym  
zainteresowaniem i 
corocznie korzysta z 
niej od kilku do dzie
sięciu osób z naszego 
kraju (w Forum tra
dycyjnie uczestniczy 
100 osób).

Towarzystwo na 
sze nie tylko korzy
sta z dobrodziejstw 
FEBS, ale również 
czynnie bierze
udział w  działalno
ści Federacji, uczest- 
niczymy bowiem we 

władzach FEBS. Po pierwsze, dwóch 
prezesów naszego Towarzystwa peł
niło funkcję Prezydenta Federacji. 
Byli to prof. Zakrzewski wtedy, kiedy 
Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
organizowało III Zjazd FEBS w W ar
szawie, i prof. Jolanta Barańska, kie
dy to kolejny kongres FEBS ponownie 
zorganizowaliśmy w  Polsce. Obecnie 
dwóch naszych kolegów od kilku lat 
sprawuje ważne funkcje w Federacji, 
a mianowicie prof. Maciej Nałęcz jest 
przewodniczącym Komisji Stypen
dialnej, a prof. Adam  Szewczyk jest 
doradcą do spraw kongresów FEBS. 
Ponadto w skład Komisji do spraw 
Europy Środkowej i Wschodniej 
wchodzi prof. Andrzej Dżugaj, a do 
Komisji Wydawniczej został ostatnio 
wybrany prof. Mariusz Jaskólski.

Fotografia 15. Z obrad 29. Kongresu FEBS w  W ar
szawie (26.6.2004-1.7.2004). Od lewej: David Shu- 
gar, Kurt W iittrich (laureat N agrody Nobla), Piotr 
W ęgleński i W łodzim ierz Zagórski-Ostoja w czasie 
sesji otwarcia.

Spośród europejskich towarzystw 
biochemicznych szczególnie bliskie 
stosunki łączą nasze Towarzystwo z 
Towarzystwem Biochemicznym Ukra
iny. Główną formą tej współpracy są 
regularne wspólne konferencje nauko
we noszące imię wybitnego polskiego 
biochemika, przed wojną profesora 
Uniwersytetu Jana Kazimierza we 
Lwowie, Jakuba Karola Parnasa [4-6]. 
Zapoczątkowane w 1996 roku, odby
wają się one co dwa lata, na przemian 
w Polsce i na Ukrainie. Ostatnia, szósta 
z kolei, taka konferencja miała miejsce 
w Krakowie w 2007 r., a następna prze
widywana jest w  2009 r. w  Jałcie.

ZAKOŃCZENIE

Półwiecze w istnieniu towarzy
stwa naukowego to we współcze
snym świecie spory odcinek czasu, 
zwłaszcza dla tak względnie młodej 
nauki, jaką jest biochemia. Można 
przyjąć, że aktywnie pracujące mło
de pokolenie polskich biochemików, 
którzy stanowią większość członków 
naszego Towarzystwa, to już czwarta 
generacja w stosunku do „ojców zało
życieli" Polskiego Towarzystwa Bio
chemicznego sprzed 50 lat. W okresie 
tym wiele zmieniło się w  nauce, którą 
uprawiamy: problemy, metody, w y
zwania. Zmieniło się również znacze
nie naszego Towarzystwa. Wydaje się 
jednak, że jest ono nadał potrzebne i 
dobrze spełnia swą rolę w społecz
nym  ruchu naukowym.
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W dniach 7-11 września 2008 roku 
odbył się w  Olsztynie Kongres Bio
chemii i Biologii Komórki. Organi
zatorami Kongresu był Oddział Pol
skiego Towarzystwa Biochemicznego 
w Olsztynie i Oddział Polskiego To
warzystwa Biologii Komórki w  W ar
szawie. Obrady odbywały się w Cen
trum  Konferencyjnym Uniwersytetu 
Warmińsko-Mazurskiego w Olszty
nie (Fot. 1-4). Głównymi Sponsorami 
Kongresu były firmy Sigma-Aldrich 
oraz abo Grażyna Borejsza. Ponad
to finansowo i rzeczowo Kongres 
wsparli: Ministerstwo Nauki i Szkol
nictwa Wyższego, Komitet Cytobiolo- 
gii PAN, Sieć Naukow a Mechanizmy 
Ruchów Komórkowych — MOBILI- 
TAS PL, Polska Sieć Mitochondrialna
— Mitonet. PI, Precoptic Co. — Nikon
— sponsor sesji "Cykl komórkowy

i śmierć komórki", Carl Zeiss Sp. z
o.o. — sponsor sesji „Komórki macie
rzyste — wyzwania biologiczne, bio
chemiczne i biomedyczne", W ydaw 
nictwo naukowe PWN S.A., Merck 
Sp.o.o., Bio-Rad Polska Sp. z o.o. Trzy 
firmy: SHIM-POL A.M. Borzymowski 
sp.j., O lympus Polska Sp. z o.o., Selvi- 
ta Sp. z o.o., zaprezentowały specjali
styczne wykłady. Dodatkowo w kon
gresie uczestniczyło 26 firm z bogatą 
ofertą aparaturowo-odczynnikową.

Uroczystość inauguracji Kongre
su poprzedzona była posiedzeniami 
Zarządów Głównych Polskiego To
warzystwa Biochemicznego, które
mu przewodniczył Prezes prof. Lech 
Wojtczak i Polskiego Towarzystwa 
Biologii Komórki, któremu przew od
niczyła prof. Barbara Plytycz.

W organizacji Kongresu uczestni
czyli przedstawiciele olsztyńskiego 
i warszawskiego środowiska nauko
wego, którymi kierował Komitet Or
ganizacyjny pod przewodnictwem 
prof. Elżbiety Kostyra i prof. Jerzego 
Moraczewskiego (Fot. 5). Funkcję 
sekretarza Kongresu pełniły dr Be
ata Jarmołowska oraz dr hab. Hanna 
Fabczak. Wśród członków Komitetu 
Organizacyjnego znaleźli się ponadto: 
prof. Olga Olszowska, prof. Włodzi
mierz Kordan, dr hab. Anna Wąsik, 
dr hab. Paweł Pomorski, dr Agniesz
ka Strzelecka-Kiliszek, dr Stanisław 
Krawczuk, dr Katarzyna Sobierajska, 
mgr Elżbieta Kocik, mgr Małgorzata 
Iwan, mgr Krzysztof Bielikowicz.

Honorowy patronat nad Kongre
sem objęli: Senator RP, J.M. Rektor 
Uniwersytetu Warmińsko-Mazur
skiego prof. dr hab. Ryszard Górecki, 
Zastępca Prezydenta Miasta Olsztyn 
Tomasz Głażewski oraz J.M. Rektor 
Uniwersytetu Warszawskiego prof. 
dr hab. Katarzyna Chałasińska-Macu- 
kow.

Do Komitetu Honorowego Kongre
su organizatorzy zaprosili Członków 
Honorowych Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego i Polskiego Towa
rzystwa Biologii Komórki: prof. czł. 
rzecz. PAN Marię Olszewską, prof. 
czł. rzecz. PAN Wincentego Kilarskie
go, prof. zw, Stanisława Przestalskie- 
go, prof. Jerzego Kawiaka, prof. zw. 
Zofię Bielańską-Osuchowską, prof. 
zw. Janinę Kwiatkowską-Korczak, 
prof. Mirosławę Morawiecką, prof. 
Konstację Raczy ńską-Boj ano wską,
prof. zw. czł. rzecz. PAN Włodzimie
rza Ostrowskiego, prof. zw. czł. rzecz. 
PAN Mieczysława Chorążego, prof.

NOWE WŁADZE POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Walne Zebranie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, które odbyło się 9 
września 2008 r. w czasie Kongresu Biochemii i Biologii Komórki w  Olszty
nie, powołało nowe władze Towarzystwa na lata 2008-2011. W skład Zarządu 
Głównego, obok Prezesa i wice-Prezesa Towarzystwa, którymi zostali prof. 
Andrzej Dżugaj (Wrocław) i prof. Jolanta Barańska (Warszawa), weszli prof. 
W anda Baer-Dubowska (Poznań), dr hab. Joanna Bandorowicz-Pikuła (War
szawa), prof. Edward Bańkowski (Białystok), prof. Jan Barciszewski (Poznań), 
prof. Józef Dulak (Kraków), dr Anna Dygas (Warszawa), prof. Teresa Jakubo
wicz (Lublin), prof. Hanna Jańska (Wrocław), prof. Wiesława Jarmuszkiewicz 
(Poznań), prof. Piotr Laidler (Kraków), doc. Maria Jolanta Rędowicz (Warsza
wa), prof. A dam  Szewczyk (Warszawa) i d r Teresa Wesołowska. Do Komisji 
Rewizyjnej zostały ponownie wybrane prof. Ewa Birkner (Zabrze), prof. Wir
ginia Janiszowska (Warszawa) i prof. Zofia Szweykowska-Kulińska (Poznań). 
Na posiedzeniu Zarządu Głównego Towarzystwa w dniu 23 września zosta
ło wyłonione jego prezydium w składzie, Prezes i wice-Prezes oraz dr Anna 
Dygas (skarbnik), doc. Jolanta Rędowicz (sekretarz), prof. Edward Bańkowski 
(członek), prof. Jan Barciszewski (członek) i dr Teresa Wesołowska (członek).

Jolanta Rędow icz 
Sekretarz T ow arzystw a
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Fotografia 1.

zw. czł. PAN Davida Shugara, prof, 
zw. Jerzego Chmielowskiego, prof, 
zw. Mariusza Żydowo, prof. Zyg
munta Machoya, prof. zw. Magdalenę 
Fikus. Poza wymienionymi zaprosze
nie do Komitetu Honorowego przy
jęli: Podsekretarz Stanu w Minister
stwie Nauki i Szkolnictwa Wyższego 
prof, dr hab. czł. koresp. PAN Jerzy 
Duszyński, Prezes Polskiej Akademii 
Nauk prof, dr hab. czł. rzecz. PAN 
Michał Kleiber, Przewodnicząca Ko
mitetu Cytobiologii PAN prof, dr hab. 
Elżbieta Wyroba, Prezes Zarządu na 
Rzecz Nauki Polskiej prof, dr hab. czł. 
rzecz. PAN Maciej Żylicz, Prezes Pol
skiego Towarzystwa Biochemicznego 
prof. zw. dr hab. czł. rzecz. PAN Lech 
Wojtczak, Prezes Polskiego Towarzy
stwa Biologii Komórki prof, dr hab. 
Barbara Płytycz.

Komitet Naukowy Kongresu tw o
rzyli przewodniczący sesji kongre- 
sowch: prof. Jolanta Barańska, prof. 
Jan Barciszewski, prof. Grzegorz 
Bartosz, prof. Jacek Bartkowiak, prof. 
Barbara Grzelakowska-Sztabert, prof. 
Mieczysław Chorąży, dr hab. Maria 
Ciemerych-Litwinienko, prof. An
drzej Dżugaj, prof. Bożena Kamiń
ska, prof. Jerzy Kawiak, prof. Lilia
na Konarska^ prof. Henryk Kostyra 
(przewodniczący), prof. Bogusław 
Machaliński, prof. Zbigniew Madeja, 
prof. Marek Maleszewski, prof. Jerzy 
Moraczewski (przewodniczący), prof. 
Agnieszka Mostowska, prof. Mieczy
sław Obiedziński, prof. Maria Jolanta 
Rędowicz, prof. Krzysztof Rolka, prof.

Ewa Sikora, prof. Elżbieta Skrzydlew
ska, prof. Adam  Szewczyk, prof. Zofia 
Szweykowska-Kulińska, prof. Julian 
Świerczyński, prof. Stanisław Weid- 
ner, prof. Stanisław Wojtaszek, prof. 
Lech Wojtczak prof. Krzysztof Zwierz, 
prof. Krystyna Żółtowska.

Fotografia 3.

Pro memoria: W czasie organizacji 
Kongresu odeszło od nas dwoje nie
odżałowanych profesorów, naukow 
ców i ludzi szczerego serca, prof. dr 
hab. Liliana Konarska i prof dr hab. 
Przemysław Janik. Przed uroczysto
ścią otwarcia Kongresu uczczono ich 
pamięć chwilą ciszy.

Uroczyste otwarcie Kongresu od 
było się 7 września o godz. 17:00 w 
Centrum Konferencyjnym UWM w 
Olsztynie. Uczestników Kongresu 
przywitali przewodniczący Komi
tetu Organizacyjnego prof. Elżbieta 
Kostyra i prof. Jerzy Moraczewski,

Fotografia 4.

akcentując fakt, że Kongres jest w yda
rzeniem szczególnym, ponieważ po 
raz pierwszy odbywa się w konwen
cji połączonego spotkania Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego i Pol
skiego Towarzystwa Biologii Komór
ki. W imieniu władz województwa 
pozdrowienia i gratulacje przekazał 
pełnomocnik Wojewody Warmińsko- 
Mazurskiego mgr Bogumił Osiński.

Dodatkową ozdobą Kongresu były 
obchody jubileuszu 50-lecia Polskie
go Towarzystwa Biochemicznego. Z 
tej okazji Prezes, prof. Lech Wojtczak

wygłosił okolicznościowe przemó
wienie, prezentując historię Towarzy
stwa, sylwetki ludzi o wyjątkowych 
zasługach w jego powstaniu i rozwo
ju. Konstatując działalność Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego stwier
dził, że zajmuje ono znaczącą pozycją 
na mapie naukowej Polski i stanowi 
dobrą płaszczyznę do rozwoju i pro
mocji polskiej biochemii oraz stwarza 
coraz korzystniejsze warunki do mię
dzynarodowych kontaktów, szczegól
nie młodym naukowcom. Przedsta
wicielem FEBS-u z okazji tego dostoj
nego jubileuszu był prof. Rolf K. Berge 
z Institute of Medicine, University of 
Bergen z Norwegii, który w dalszej 
części Kongresu wygłosił wykład pt.: 
„Dissipating excess energy as a stra
tegy to prevent metabolic syndrome". 
Natomiast z ramienia International 
Union of Biochemistry and Molecu
lar Biology w Kongresie uczestniczył 
członek władz tej organizacji prof. 
Knut-Jan Andersen.
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Fotografia 5. Prof. Elżbieta Kostyra i prof. Jerzy M o
raczewski.

Działalność Polskiego Towarzy
stwa Biologii Komórki przedstawiła 
Prezes prof. Barbara Płytycz. Podczas 
otwarcia Kongresu odbyła się również 
uroczystość wręczenia dyplomów 
Członków Honorowych Polskiego To
warzystwa Biologii Komórki Paniom 
Profesor Zofii Bielańskiej-Osuchow- 
skiej i Marii Olszewskiej. Uroczystą 
laudację dla prof. Zofii Bielańskiej 
Osuchowskiej wygłosiła prof. Barbara 
Płytycz, a dla prof. Marii Olszewskiej 
prof. Stanisław Przestalski.

Tradycyjnym elementem otwarcia 
Kongresu było również wręczanie 
nagród Towarzystw i sponsorów. 
Nagrodę Mayzla, ufundowaną przez 
firmę Roche, pani Michalinie Mar- 
niewicz i panu prof. Przemysławowi 
Wojtaszkowi za publikację „Pocho
dzenie i ewolucja śmierci komórki", 
opublikowaną w PBK, 34: 599-734, 
2007 wręczyli prof. Barbara PłytyczFotografia 2.
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(PTBK) i pan Rafał Kochanowski (RO
CHE). Nagrodę im. Jakuba Karola 
Parnasa za pracę pt.: „Ribonuclese di
cer cleaves triplet repeat hairpins into 
shorter repeats that silence specific 
targets", opublikowaną w Molecular 
Cell, 2007, 25(4): 575-586 otrzymał ze
spół w  składzie: J. Król, A. Fiszer, A. 
Mykowska, K. Sobczak, M. de Mezer 
i W.J. Krzyżosiak. Nagrodę im. Bole
sława Skarżyńskiego otrzymały Józe
fa Węsierska-Gądek, Jolanta Bednarek 
i Zofia M. Kiliańska za publikację: 
„Nowe oblicza białek antyapoptotycz- 
nych. II. Surwiwina", zamieszczoną w 
Postępach Biochemii 2007, 53(3): 239- 
253. Wyróżnienie natomiast uzyskała 
praca „Rola i znaczenie surwiwiny 
w  przebiegu mitozy", autorstwa Ka- 
milii Wolanin i Katarzyny Piwockiej, 
opublikowana w Postępach Bioche
mii, 2007, 53(1): 10-18. Nagrodę ZG 
PTBioch i firmy Sigma-Aldrich za naj
lepszą publikację z chemii i biochemii 
kwasów nukleinowych otrzymał ze
spół: Katrzyna Skiba, Elżbieta Sochac
ka, Julia Kaźmierczak-Barańska, Ma
ria Maszewska, Magdalena Janicka, 
Genowefa Nowak i Barbara Nawrot 
za publikację pt.: „Effect of base modi
fications on structure, thermodynamic 
stability, and gen silencing activity 
of short interfering RNA", ogłoszoną 
w RNA, 2007, 13(8): 1301-1316. W re
fleksyjnej atmosferze została wręczo
na również nagroda PTBioch i firmy 
Merck Sp. z o.o. za najlepszą pracę 
doktorską z biochemii wykonaną w 
polskiej instytucji badawczej, którą 
otrzymała dr Aleksandra Ellert-Mi- 
klaszewska za pracę pt.: „Molekular
ne mechanizmy proapoptotycznego 
działania kannabinoidów na komórki 
glejaków". Promotorem tej pracy była 
śp. prof. Liliana Konarska. Wszystkie 
nagrody PTBioch-u wręczył Prezes 
Towarzystwa prof. Lech Wojtczak.

Obrady Kongresu rozpoczął w y
kład pt.: „RNA interference of CUG 
and CAG repeat sequences" w y
głoszony przez prof. Włodzimierza 
Krzyżosiaka, laureata ubiegłorocznej 
nagrody im. Jakuba Karola Parnasa. 
Przewodnią sesją Kongresu była Sesja 
Plenarna poświęcona tematyce ko
mórek macierzystych, zatytułowana: 
„Komórki macierzyste — wyzwania 
biologiczne, biochemiczne i biome
dyczne", współorganizowana przez 
Komitet Cytobiologii PAN. Sesję tę 
prowadzili profesorowie Marek Ma-

leszewski i Bogusław Machaliński. 
Wprowadzenia do Sesji dokonał prof. 
Jerzy Moraczewski, a prof. Elżbieta 
Wyroba, Przewodnicząca Komitetu 
Cytobiologii zaprezentowała historię 
Komitetu Cytobiologii PAN, z atencją 
przedstawiając wyjątkowego Jubila
ta, jednego z kreatorów historii tegoż 
Komitetu, prof. Jerzego Kawiaka. 80- 
lecie urodzin Profesora zbiegające się 
z 25-leciem pierwszej konferencji Pol
skiego Towarzystwa Biologii Komórki 
było najpiękniejszym prezentem dla 
uczestników Kongresu.

Pozostała tematyka była prezen
towana w 13 następujących sesjach: 
Ruch i środowisko zewnątrzkomór- 
kowe, Genomika i proteomika, Nowo
twory -  patologia sygnału komórko
wego, Struktura, właściwości i funkcje 
peptydów i białek, Cykl komórkowy i 
śmierć komórki, Biochemia i biologia 
molekularna komórki roślinnej, Bio
chemia kliniczna, Biochemia lipidów i 
węglowodanów, Bioenergetyka, Stres 
oksydacyjny, Biochemia żywności i 
żywienia, Biologia nowotworów, Se
sja Młodych. Sesje podzielone były na 
część prezentacji ustnych i plakato
wych. Prezentacje ustne obejmowały 
referaty sesyjne i komunikaty. W su
mie wygłoszono 62 wykłady i 52 ko
munikaty ustne oraz zaprezentowano 
497 posterów.

Podczas Kongresu wyłoniono
tradycyjnie laureatów konkursów
o nagrodę im. Włodzimierza Mo-
zołowskiego i nagrodę im. Janiny
Opieńskiej-Blauth. Nagrodę im. Wło
dzimierza Mozołowskiego otrzymała 
Aleksandra Wiczk za pracę pt.: "Invo
lvement of S6 kinase in the response 
of cancer cell to sulforaphane, a cru
ciferous vegetable-derived anticancer 
agent". Natomiast nagrodę im. Janiny 
Opieńskiej-Blauth przyznano Jackowi 
Grębowskiemu i Paulinie Kaźmier- 
skiej za pracę: pt.: „Laser biostymula- 
tion in generation photodynamic effect 
with N-methylfulleropyrrolidine". 
Wszystkie nagrody wręczał Prezes 
P.T.Bioch. prof. Lech Wojtczak. Obok 
nagrody im. Włodzimierza Mozołow
skiego przyznano dodatkowo dwa 
wyróżnienia: Monice Kusio za pracę 
pt.: „Bcr-Abl-mediated resistance to 
damage-induced apoptosis — the role 
of p53 acetylation" oraz Annie Waw- 
rzucie za pracę pt.: „The influence of 
PDT of the melanoma cells in vitro". 
Po raz pierwszy przyznano nagrody

i wyróżnienia młodym naukowcom, 
którzy prezentowali swoje prace w 
Sesji Młodych. Nagrodę ufundowaną 
przez firmę OLYMPUS za plakat pt.: 
„The study of MDR1 polymorphisms 
frequency in breast cancer patients 
from Poland" otrzymała Pani Anna 
Półrolniczak, a jej wręczenia dokonał 
przedstawiciel fundatora nagrody dr 
Krzysztof Borkowski. W przeprowa
dzonym równolegle konkursie Orga
nizatorów na najlepszy plakat w Sesji 
Młodych pierwsze miejsce, uhono
rowane nagrodą pieniężną, zajął An
drzej Prokop za pracę pt. „Ethidium 
bromie — diffusion throw the diffe
rent kinds of laboratory glovers", zaś 
dw a wyróżnienia wręczono: Marcie 
Fiołce za plakat pt.: „Raoultella plan- 
ticola — gut bacterium of Dendrobaena 
veneta (Annelida) possess antimicrobial 
activity against five strains of Mycobac
terium" oraz Ewie Kuźbida za plakat 
pt.: „The influence of glycation on bio
logical and immunological properties 
of peanut 7S globulin". Po raz drugi 
natomiast przyznano Nagrodę Pol
skiej Sieci Mitochondrialnej ufundo
waną przez firmę OLYMPUS Polska 
za najlepsze krótkie wystąpienie. Te
goroczne wyróżnienie otrzymała H an
na Gałgańska za referat „The cytosol 
redox state in Saccharomyces cerevisiae 
cells in mediated by VDAC isoforms 
and influences protein expression in 
mitochondria". Zarząd Główny Pol
skiego Towarzystwa Biologii Komór
ki w konkursie na najlepsze prace w y
różnił Ilonę Kalaszczyńską za pracę 
pt.: „Cyclin A function in the mouse", 
Łukasza Majewskiego za pracę pt.: „ 
Nuclear localization of myosin VI in 
secretory P C I2" i Daniela Kierzkow- 
skiego za pracę pt.: „Subcellular lo
calization and visualization of in vivo 
intractions between actin izovariants 
in Arabidopsis thaliana leaf epidermal 
cells".

W olsztyńskim spotkaniu bioche
mików i biologów komórki wzięło 
udział około 800 osób, wśród nich 
goście z zagranicy (Białorusi, Nor
wegii, Danii). Kongres był znakomi
tym przykładem integracji naukowej 
i towarzyskiej różnych środowisk z 
całej Polski. Młodość ożywiała grona 
seniorskie, refleksje przeplatały się 
z twórczym optymizmem, a hedo- 
niczne odczucia dotyczyły zarówno 
podniebienia, jak i radości wspólnych 
tanecznych pląsów, które sympatycz-
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Fotografia 6.

nie prowokował Zespół Pieśni i Tańca 
„Kortowo" Uniwersytetu Warmińsko- 
Mazurskiego. Miłośnicy piękna nie
powtarzalnej przyrody mieli okazję 
uczestniczyć w  malowniczym rejsie 
po Kanale Ostródzko-Elbląskim, świa
towej atrakcji turystycznej (Fot. 6).

Mgiełka czasu pokrywa już olsztyński 
Kongres, ale przepiękne zaproszenie 
na kolejne spotkanie przedstawione 
przez Łódzki Oddział P.T.Biochem. 
zrodziło nadzieję na dalszy rozkwit 
intelektualnych i towarzyskich przy
gód. Wszystkim uczestnikom Kon
gresu pięknie dziękujemy i mamy 
nadzieję, że wywiezione z Olsztyna 
wrażenia będą mile wspominane.

Na zakończenie w imieniu wszyst
kich uczestników Kongresu składamy 
serdeczne gratulacje nowo wybranym 
władzom Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego: Prezesowi — prof. 
Andrzejowi Dżugajowi, wice-Pre- 
zes — prof. Jolancie Barańskiej oraz 
wszystkim członkom Zarządu Głów
nego i Komisji Rewizyjnej, jak również

R O Z S T R Z Y G N I Ę C I E  K O N K U R S U  
P O L S K I E G O  T O W A R Z Y S T W A  

B I O C H E M I C Z N E G O  
I F I R M Y  M E R C K  S P .  Z O . O .

N A  N A J L E P S Z Ą  P R A C Ę  
D O K T O R S K Ą  

Z B I O C H E M I I  W 2 0 0 7  R O K U

Zarząd Głów ny Polskiego T ow a
rzystw a Biochemicznego, na p o d s ta 
wie opinii komisji w składzie: prof. 
Jan Barciszewski, prof. Piotr Laidler, 
prof. Jacek Otlewski, prof. Grzegorz 
Węgrzyn, prof. Ludm iła Żylińska, i 
prof. Sławomir Pikuła (przew odni
czący), ogłasza, że w śród zgłoszo
nych na konkurs prac doktorskich 
nagrodę w wysokości 4 000 zł o trzy 
mała Pani dr Aleksandra Ellert-Mi- 
klaszewska za pracę doktorską p.t. 
„Molekularne mechanizmy pro- 
apoptotycznego działania kannabi- 
noidów na komórki glejaków" w y 
konaną w Katedrze i Zakładzie Bio
chemii i Chemii Klinicznej U niw er
sytetu M edycznego we w spółpracy 
z Pracownią Regulacji Transkrypcji 
Instytutu Biologii Doświadczalnej 
im. Marcelego Nenckiego PAN w 
W arszawie pod kierunkiem  prof. dr 
hab. Liliany Konarskiej. W ręczenie 
nagrody odbyło się 7.09.2008 r. p o d 
czas uroczystości inauguracji Kon
gresu Biochemii i Biologii Komórki 
w  Olsztynie.

SYLWETKA ALEKSANDRY 
ELLERT-MIKLASZEWSKIEJ

Aleksandra Ellert-Miklaszewska 
ukończyła studia na Wydziale Far
maceutycznym Uniwersytetu Me
dycznego w W arszawie o specjalności 
analityka kliniczna. Tytuł magistra 
farmacji uzyskała w 1998 r. za pracę 
pt. „Arginaza jako m arker w ocenie 
i diagnostyce łagodnych i złośliwych 
guzów tarczycy i gruczołu piersio
wego" wykonaną w Katedrze i Za
kładzie Biochemii i Chemii Klinicznej 
pod kierunkiem prof. dr hab. Liliany 
Konarskiej. W 2000 r. rozpoczęła stu 
dia doktoranckie na Wydziale Far

nowem u Zarządowi Głównemu Pol
skiego Towarzystwa Biologii Komór
ki: Prezes — prof. Alicji Józkowicz, 
wice-prezes — prof. Barbarze Płytycz 
i pozostałym członkom. Ponadto ser
deczne gratulacje i życzenia zdro
wia kierujemy pod adresem nowych 
Członków Honorowych P.T.Bioch. 
w osobach prof. Jolanty Barańskiej, 
prof. Edwarda Bańkowskiego, prof. 
Andrzeja Dżugaja, prof. Aleksandra 
Koja i prof. Hilarego Koprowskiego z 
Filadelfii.

W imieniu Komitetu Organizacyjnego

prof. Elżbieta Kostyra 
i prof. Jerzy Moraczewski

m aceutycznym  UM w Warszawie, a 
rok później została ponadto  uczest
nikiem kursu doktorskiego Studium  
Medycyny Molekularnej przy UM w 
Warszawie. Projekt doktorski Alek
sandra Ellert-Miklaszewska w yko
nywała pod kierunkiem prof. dr 
hab. Liliany Konarskiej w  Katedrze 
i Zakładzie Biochemii i Chemii Kli
nicznej we współpracy z Pracownią 
Regulacji Transkrypcji Instytutu Bio
logii Doświadczalnej im. Marcelego 
Nenckiego PAN. W spółpracę z IBD 
rozpoczęła w  ramach półrocznego 
stażu finansowanego ze Stypendium  
Polskiej Sieci Biologii Molekular
nej i Komórkowej UNESCO/PAN. 
Następnie w latach 2001-2006 bra
ła czynny udział w  realizacji 3 pro 
jektów badawczych: grantów  KBN 
młodego naukow ca i grantu prom o
torskiego oraz grantu Fundacji na 
Rzecz W spierania Rozwoju Polskiej 
Farmacji i M edycyny POLPHARMA 
SA. Praca doktorska została obro
niona z wyróżnieniem  14.11.2007 r. 
przed Radą W ydziału Farmaceutycz
nego. Recenzentami pracy byli prof. 
dr hab. Joanna Strosznajder i prof. dr 
hab. Paweł Szulczyk.

Aleksandra Ellert-Miklaszewska 
jest współautorką 4 publikacji oraz roz
działu w książce „Receptory i mecha
nizmy przekazywania sygnału" pod 
red. Nowak J.Z., Zawilska J.B. Dwie 
publikacje, w  których doktorantka jest 
pierwszym autorem, dotyczą bezpo
średnio przedmiotu pracy doktorskiej i 
opublikowane zostały w czasopismach 
o zasięgu międzynarodowym. Jest lau
reatką dwóch nagród zespołowych za
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osiągnięcia naukowe przyznawanych 
przez rektora Uniwersytetu Medycz
nego w Warszawie.

Po ukończeniu badań  w ram ach 
rozpraw y doktorskiej A leksandra 
Ellert-Miklaszewska rozpoczęła p ra 
cę w Instytucie Biologii D ośw iad 
czalnej im. Marcelego Nenckiego 
PAN, gdzie nadal zajmuje się za 
gadnieniam i biologii m olekularnej 
glejaków, now otw orów  ośrodkow e
go uk ładu  nerwowego. Uczestniczy 
m.in. w realizacji polsko-niem iec
kiego projektu dotyczącego roli o d 
działyw ania kom órek glejaka z ko
m órkam i mikrogleju, wchodzącym i 
w skład m ikrośrodow iska guza, w 
patogenezie tych now otw orów .

MOLEKULARNE MECHANIZMY 

PROAPOPTOTYCZNEGO 

DZIAŁANIA KANNABINOIDÓW 

NA KOMÓRKI GLEJAKÓW

STRESZCZENIE PRACY 

Aleksandra Ellert-Miklaszewska

Katedra i Zakład Biochemii i Chemii Kli

nicznej, W ydział Farm aceutyczny, U niw er

sytet M edyczny, W arszawa

Obecnie: Pracownia Regulacji Transkrypcji, 

Insty tu t Biologii Doświadczalnej im. Marce

lego Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 

W arszawa; e-mail: aellert@nencki.gov.pl

Glejaki, now otw ory wywodzące 
się z komórek gleju, stanowią grupę 
najczęstszych pierwotnych guzów 
ośrodkow ego układu nerwowego 
(OUN), a ich złośliwe formy odzna 
czają się wyjątkowo niekorzystnym  
rokow aniem  dla pacjenta [1]. Na sku 
tek silnej inwazyjności glejaki tworzą 
z reguły rozległe guzy, co u trudnia  
skuteczną interwencję chirurgiczną. 
Ponadto  wyjątkowo wysoka częstość 
i heterogenność mutacji w  genach 
supresorow ych i protoonkogenach, 
przyczyniająca się do patogenezy 
now otw oru  oraz zaburzenia m e
chanizm ów  programowanej śmierci 
kom órek (apoptozy), prow adzi do 
oporności glejaków na tradycyjne te
rapie przeciwnowotworowe. Istotne 
jest zatem  znalezienie nowych, sku 
tecznych leków, których mechanizm 
działania byłby odm ienny niż w yko

rzystyw any przez konwencjonalne 
terapie.

Kilka lat temu wykazano po raz 
pierwszy, że zawarte w konopiach 
indyjskich (Cannabis sativa) substan
cje czynne zwane kannabinoidami, 
a także ich syntetyczne analogi, ha
mują proliferację komórek nowo
tworowych w w arunkach in vitro i 
ograniczają wzrost guzów u zwierząt 
doświadczalnych [2,3]. Niewątpliwą 
zaletą kannabinoidów jest recepto
rowy mechanizm działania, zapew
niający możliwość selektywnego 
oddziaływania na komórki wykazu
jące syntezę właściwych receptorów. 
Stwierdzono, że w działaniu antypro- 
liferacyjnym kannabinoidów mogą 
pośredniczyć oba poznane metabo- 
tropowe receptory błonowe, zwane 
CB1 i CB2. W komórkach nowotwo
rowych, w  tym w komórkach gleja
ków, w porównaniu do tkanki praw i
dłowej, może natomiast dochodzić do 
znaczącego wzrostu ekspresji genu i 
poziomu białka receptora CB2 [3-5]. 
Potencjalne zastosowanie kannabino
idów w terapii glejaków człowieka 
powinno zatem dotyczyć związków, 
które selektywnie aktywują receptory 
CB2, zwłaszcza że pozwala to unik
nąć niepożądanych psychotropowych 
efektów ubocznych typowych dla 
marihuany, zależnych od pobudzenia 
neuronalnych receptorów CB1.

Celem badań opisanych w rozpra
wie doktorskiej było poznanie mole
kularnych mechanizmów działania 
wybranych syntetycznych kannabi
noidów na komórki glejaka szczurze
go, ocena wrażliwości komórek róż
nych linii glejaków człowieka na te 
związki oraz zbadanie wpływ u kan
nabinoidów na komórki prawidłowe - 
astrocyty. W doświadczeniach wyko
rzystano syntetyczne kannabinoidy: 
WIN55,212-2, agonistę obu typów 
receptorów kannabinoidowych CB1 i 
CB2 oraz JWH133, związek działają-

cy selektywnie poprzez receptor CB2 
(Rye. 1).

Rycina 1. W zory s trukturalne syntetycznych kan 
nabinoidów  w ykorzystanych w pracy: JWH133 i 
WIN55,212-2.

cięty PARP

Rycina 2. Translokacja białka Bad do m itochon- 
d rió w  (A) i ak tyw acja kaskady  kaspaz (B) jako 
e lem enty  m itochondria lnego  szlaku apop tozy  
indukow anej w  kom órkach  C6 przez  syntetyczny 
kannab ino id . A. Strzałki na zdjęciu z m ikrosko 
p u  konfokalnego  w skazują  p rzyk ładow e  kom ór
ki p o d d a n e  d z ia łan iu  W IN55,212-2, w których 
w idoczne  jest nałożenie  fluorescencji: zielonej 
odzw ierciedlającej lokalizację Bad i czerw onej 
pochodzącej od  znacznika m itochondriów  (Mi- 
toT racker Red). Poziom  ak tyw nych  form  kaspaz 
w  kom órkach, jak rów nież poziom  ciętej p ro teo li
tycznie po lim erazy  PARP (substra tu  kaspazy  3), 
w zrasta jące  zależnie  od  czasu ekspozycji, w y k ry 
w ano  m etodą  W estern-blot.

W rozprawie wykazano, że kanna
binoidy hamują proliferację i induku
ją apoptozę komórek glejaków w ho
dowli in vitro za pośrednictwem obu 
typów receptorów: CB1 i / lu b  CB2. 
Stwierdzono, że proces apoptozy u ru 
chamiany jest przy udziale tzw. szlaku 
mitochondrialnego, gdyż w komór
kach traktowanych kannabinoidami 
dochodziło do zmian potencjału błon 
mitochondrialnych, aktywacji kaspaz 
i fragmentacji DNA (Ryc. 2). Komór
ki glejaka linii C6, tworzące u szczura 
guzy przypominające morfologicznie 
glejaki wielopostaciowe u człowieka, 
posłużyły do bliższej charakterystyki 
molekularnych mechanizmów dzia
łania kannabinoidów. Sprawdzono 
wpływ WIN55,212-2 i JWH133 na 
główne szlaki przekazujące sygnał 
prożyciowy od receptorów czynni
ków wzrostowych oraz na aktywność 
kinaz MAP, uczestniczących w odpo
wiedzi na stres komórkowy. Wykaza
no znaczące różnice w molekularnych 
mechanizmach działania kannabino
idów, zależnie od typu pobudzanych 
receptorów (Ryc. 3). Ważną rolę w 
indukcji apoptozy przez WIN55,212-2 
odgrywało zahamowanie aktywności 
prożyciowej kinazy Akt oraz aktywa
cja proapoptotycznego białka Bad i 
zależna od czynnika transkrypcyjnego

— 51 kDa 
r= 38/40 kDa
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Rycina 3. Proponow any m echanizm  działania syntetycznych kannabinoidów  na kom órki 
glejaka C6. W kom órkach C6, JWH133 — selektyw ny agonista receptora kannabinoidow ego 
CB2, podobnie jak WlN55,212-2 w iążący się z receptoram i CB1 i CB2, urucham ia zm iany 
typow e dla  procesu apoptozy, ale m echanizm  działania obu zw iązków  nie jest identyczny. 
JWH133 i WIN55,212-2 wywołują spadek aktywności kinaz MAP (ERK1/2) w komórce (la), 
ale działanie WIN55,212-2 prow adzi dodatkow o do ham ow ania aktywności drugiej kinazy 
prożyciowej — Akt (Ib) iw  w yniku tego do zwiększenia puli nieufosforylowanego białka Bad 
(2). W takiej postaci Bad ulega translokacji do błony m itochondrialnej (3), co w  konsekwencji 
pow oduje  zniesienie potencjału tej błony (4), w arunkujące w ypływ  z m itochondriów  czynni
ków  biorących udział w procesie apoptozy. Do aktywacji m itochondrialnego szlaku śmierci 
kom órek dochodzi także pod w pływ em  działania JWH133 (4). Oba zw iązki inicjują w  kon
sekwencji aktywację kaskady kaspaz (5,6) w raz z proteolizą białka PARP (7) i apoptotyczną 
fragmentację DNA (8). Spadek fosforylacji Akt w  w yniku działania WIN55,212-2 prow adzi 
także do zwiększenia puli aktyw nego czynnika FKHR (9) i jego translokacji do  jądra (10), 
gdzie czynnik ten m oże przyczyniać się do indukcji ekspresji genu cytokiny cytotoksycznej 
FasL (11), zdolnej do uruchom ienia receptorow ego (zewnętrznego) szlaku apoptozy. Dane o 
procesach nieoznaczonych liczbami pochodzą ze źródeł literaturowych.

FKHR indukcja ekspresji 
genu cytotoksycznej cyto
kiny — liganda Fas. Efek
tów tych nie wywoływało 
podanie JWH133, co może 
wskazywać na zależność 
wspomnianych zjawisk od 
aktywacji wyłącznie recep
tora CB1.

Wykazano także, że ko
mórki ludzkich glejaków, 
linii ustalonych (T98G,
U87MG, U373MG i LN229) 
oraz linii pierwotnych po
chodzące z guzów o naj
wyższych stopniach złośli
wości (III i IV wg. WHO) są 
wrażliwe na cytotoksyczne 
działanie kannabinoidów.
W komórkach tych wrażli
wość na kannabinoidy ko
relowała z ekspresją genów 
receptorów CB1 i CB2. 
Sprawdzono także, czy 
obecność mutacji w genach 
supresorowych w komór
kach glejaków, powodują
cych oporność na wiele tra
dycyjnych cytostatyków, 
wpływa na sposób odpo
wiedzi na kannabinoidy. 
Przykładem takich zabu
rzeń genetycznych są m u
tacje w genach kodujących 
dwa supresory nowotwo
rów: czynnik transkryp- 
cyjny p53 - uczestniczący 
w blokowaniu cyklu ko
mórkowego i indukcji apoptozy oraz 
fosfatazę białkowo-lipidową PTEN — 
biorącą udział w regulacji odpowiedzi 
na sygnały prożyciowe. Stwierdzono, 
że kannabinoidy indukują apoptozę 
niezależnie od tego, czy w komór
kach obecne jest funkcjonalne białko 
p53 oraz aktywna fosfataza PTEN, 
a molekularny mechanizm śmierci 
przebiega podobnie jak w glejaku C6, 
tj. poprzez uruchomienie szlaku mito
chondrialnego.

W pracy przeanalizowano także 
wpływ kannabinoidów na nietrans- 
formowane komórki glejowe, wyko
rzystując do tego celu pierwotne ho
dowle astrocytów z kory mózgowej 
szczura. Stwierdzono, że WIN55,212- 
2 w dawkach indukujących apopto
zę w komórkach glejaków wpływał 
także na żywotność komórek praw i
dłowego gleju, podczas gdy JWH133

nie działał toksycznie na komórki nie- 
transformowane.

Uzyskane wyniki wskazują, że 
dzięki odm iennem u m echanizm o
wi działania niż stosow ane obecnie 
cytostatyki, kannabinoidy mogłyby 
potencjalnie stanowić alternatyw ę 
w  leczeniu glejaków opornych na 
radio- i chemioterapię. Jako związki 
silnie lipofilne z łatwością przenika 
ją przez barierę krew-m ózg, która 
ogranicza biodostępność i przez to 
stanowi przeszkodę w użyciu w ie
lu leków stosow anych z pow odze 
niem w terapii innych now otw orów . 
Szczególne zastosow anie mogą mieć 
związki selektywnie pobudzają 
ce receptor CB2. Dają one bowiem 
możliwość eliminacji kom órek gle
jaków, bez szkodliw ego w pływ u na 
praw id łow e kom órki glejowe i nie
pożądanych psychotropow ych efek
tów ubocznych. Ponieważ jednak

ich skuteczność tera
peutyczna ogranicza
łaby się do glejaków, 
w których w ykryw a 
się obecność recepto 
rów CB2, dalszych ba
dań nad możliwością 
wykorzystania kan
nabinoidów  w terapii 
glejaków nie należy 
zawężać jedynie do tej 
g rupy  związków. Po
nadto, jak w ykazano w 
tej pracy, zdolność do 
pobudzenia  receptora 
CB1 zwiększa skutecz
ność antyproliferacyj- 
ną i cytotoksyczność 
kannabinoidów  w 
stosunku do kom ó
rek now otw orow ych. 
Przeprow adzone w 
ostatnich latach p ierw 
sze badanie kliniczne 
z zastosow aniem  kan- 
nabinoidu w terapii 
złośliwych glejaków 
obejmowało doguzo- 
we podaw anie  w ystę 
pującego w konopiach 
Ag-te trah y d ro k an n ab i-  
nolu (Ag-THC), niese- 
lektywnego agonisty 
obu typów  receptorów  
[6],
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W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

Profesor Józef Dulak (Fot. 1), kie
rownik Zakładu Biotechnologii Me
dycznej Wydziału Bioche
mii, Biofizyki i Biotechno
logii UJ, został wybrany 
w  drodze kilkuetapowego 
konkursu do Komitetu 
Naukowego Innovative 
Medicine Initative (IMI).
Jest to jedna z kilku wspól
nych inicjatyw technolo
gicznych (European Joint 
Technology Initiative) koor
dynowanych przez Komi
sję Europejską, a powstała 
jako wynik porozumienia 
Komisji Europejskiej oraz przemysłu 
farmaceutycznego, reprezentowa
nego przez European Federation of 
Pharmaceutical Industries and Asso
ciations (EFPIA). Celem IMI jest prze
zwyciężenie ograniczeń w rozwoju 
medycyny innowacyjnej w Europie 
i wspieranie badań zmierzających do 
opracowania nowych leków. Komi
tet N aukow y odpowiedzialny jest za 
plan naukowy i ustalanie priorytetów 
badawczych IMI. Komitet składa się z 
15 osób, przedstawicieli europejskie
go środowiska naukowego, przemy
słu farmaceutycznego, agencji regu
lujących rejestrację leków oraz przed
stawicieli organizacji broniących inte
resów pacjentów. Na realizację celów 
IMI przeznaczono budżet w wysoko
ści 2 mld Euro, budowany w równej 
części przez Komisję Europejską oraz 
EFPIA. Fundusze KE, pochodzące 
ze środków 7 Programu Ramowe
go, będą przeznaczone w całości na 
wsparcie badań prowadzonych w 
instytucjach naukowych oraz w tzw. 
małych i średnich przedsiębiorstwach 
(SME). Przemysł farmaceutyczny bę
dzie finansował w całości swój udział 
w badaniach realizowanych przez 
konsorcja naukowo-przemysłowe.

W bieżącym roku został ogłoszony 
pierwszy otwarty konkurs na projek
ty badawcze. W pierwszym etapie 
konsorcja przedstawiły swoje plany. 
Po ich zaakceptowaniu i wyborze naj
lepszych propozycji, pod koniec roku 
planow ane jest rozpoczęcie drugiego 
etapu konkursu, który wyłoni pro
jekty przeznaczone do finansowania.

Informacje o IMI oraz o konkursie 
znajdują się na stronie http://imi.eu- 

ropa.eu. Jednym z celów 
IMI jest także utworze
nie do roku 2013 Euro
pejskiej Akademii Badań 
Medycznych (EMRA 
— European Medicines 
Research Academy), 
kształcącej specjalistów 
w zakresie biomedycy
ny, w  szczególności w 
dziedzinach związanych 
z odkrywaniem i w pro
wadzaniem  nowych le
ków oraz opracowanie 

i wdrożenie program u europejskich 
studiów doktoranckich.

W roku 2008 (jak w latach ubie
głych: 2006 i 2007) w Oddziale 
Łódzkim Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego odbywały się ze
brania naukow e „Forum Młodych", 
podczas których młodzi pracownicy 
naukowi przedstawiali swoje osią
gnięcia. Spośród dziewięciu pre
zentowanych prac wyłoniono jedną 
najlepszą, a uczestnik otrzymał na
grodę książkową w formie podręcz
nika „Podstaw y Biologii Komórki". 
Ujmując w ydarzenia  chronologicz
nie na kolejnych posiedzeniach na
ukowych w  Oddziale wyniki badań 
naukow ych prezentowali w formie 
w ykładów  — 25 kwietnia 2008 r. 
mgr M agdalena Bieniasz z Katedry 
Biochemii Medycznej UM w Łodzi 
(Analiza ekspresji metaloproteaz, 
ich inhibitorów oraz białek morfo- 
genetycznych kości w  ocenie pro 
gresji choroby nowotworowej płuc), 
m gr inż. Tomasz Boczek z Katedry 
Biochemii Medycznej UM w Łodzi 
(Charakterystyka w ybranych białek 
komórek PC12 w w arunkach zabu
rzonej hom eostazy wapniowej), mgr 
Aneta Rogalska z Katedry Termobio- 
logii W ydziału Biologii i Ochrony 
Środowiska UŁ (Indukcja apoptozy 
przez aklarubicynę w now otw oro
wych kom órkach A549, HepG i MCF- 
7); 30 maja 2008 r. m gr inż. Tomasz 
Florczak z Insty tutu  Biochemii Tech
nicznej W ydziału Biotechnologii i 
N auk o Żywności Politechniki Łódz
kiej (W ykorzystanie lipaz Beauveria 
sp. do enancjoselektywnego rozdzia

łu mieszanin racemicznych alkoholi 
II-rzędowych), mgr Joanna Rywa- 
niak z Katedry Biochemii Ogólnej 
UŁ (Markery apoptozy w płytkach 
krwi w stresie oksydacyjnym), mgr 
inż. Katarzyna Struszczyk z Instytu
tu Biochemii Technicznej Wydziału 
Biotechnologii i Nauk o Żywności PŁ 
(Enzymatyczne preparaty z pleśni 
Mucor i ich wykorzystanie do otrzy
m ywania oligoaminosacharydów); 
13 czerwca 2008 r. mgr Mariusz Mali
nowski z Instytutu Biologii Medycz
nej PAN (Charakterystyka ekspresji 
i aktywności m etaloproteaz macie
rzowych w komórkach śródbłonka 
aktyw ow anych tymozyną (34), mgr 
Izabela Redzynia z Pracowni Badań 
Strukturalnych Instytutu Biochemii 
Technicznej Politechniki Łódzkiej 
(Poznanie struktur krystalicznych 
kom pleksów chagasyny z enzymami 
proteolitycznymi w celu znalezienia 
leku przeciw chorobie Chagasa), mgr 
Maciej Żelazowski z Zakładu Kance- 
rogenezy Molekularnej UM (Analiza 
m olekularna apoptozy i proliferacji w 
raku jelita grubego). Nagrodę otrzy
mała mgr Izabela Redzynia (Fot. 2).

Fotografia 2. M gr Izabela Radzynia i prof. d r hab. 
inż. G rzegorz Bujacz.

Lauretka ukończyła studia dzienne 
na Wydziale Biotechnologii i N auk 
o Żywności Politechniki Łódzkiej, na 
kierunku Biotechnologia i specjaliza
cji Biochemia techniczna. W trakcie 
s tudiów  uczestniczyła w projekcie 
badaw czym  prow adzonym  przez 
prof. dr hab. inż. Grzegorza Bujacza 
(Fot. 2), a dotyczącym krystalizacji 
białka aneksyny VI w kompleksie z 
białkiem S-100. Tematem pracy m a
gisterskiej laureatki były badania 
strukturalne związków fenolowych 
wyizolowanych z drzew iglastych
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Fotografia 1. Prof. Józef Dulak.
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Picea abies i Pinus siluestris. Podczas 
studiów  doktoranckich brała udział 
w projekcie europejskim AIMs, w 
ram ach VI FP UE. Mgr Izabela Re- 
dzynia uczestniczyła w badaniach 
strukturalnych fragm entu Fc immu- 
noglobuliny IgGl w kompleksach z 
ligandami — aktywnym i kom ponen
tami w ypełnień kolum n chrom ato
graficznych. W ramach pracy doktor
skiej prow adziła badania struk tural
ne chagasyny — inhibitora proteaz 
cysteinowych, biorącego udział w 
rozwoju pasożyta wywołującego 
tropikalną chorobę Chagasa. Podob
nie jak pracę magisterską, tak i pracę 
doktorską mgr Redzynia wykonuje 
w  Pracowni Badań Strukturalnych 
Instytutu Biochemii Technicznej PŁ, 
a prof. dr hab. inż. Grzegorz Bujacz 
jest prom otorem  obydw u tych prac. 
Pracownia Badań Strukturalnych 
Instytutu Biochemii Technicznej PŁ 
jest przystosow ana do prow adzenia 
badań strukturalnych makromolekuł 
oraz niskocząsteczkowych zw iąz
ków biologicznie czynnych m etoda
mi krystalograficznymi. W Pracow
ni realizowane są projekty: Badania 
strukturalne nienukleozydowych in
hibitorów odwrotnej transkryptazy 
HIV-1; Badania strukturalne inhibi
torów proteazy wirusa HIV; Badania 
strukturalne białek związanych z pa 
togenezą roślin klasy PR10; Krystali
zacja białek selektywnie wiążących 
cytokininy (CSBP); Badania krysta
lograficzne enzym ów zaangażow a
nych w syntezę czynnika modulacyj- 
nego bakterii Rhizobium żyjącymi w 
symbiozie z roślinami motylkowymi; 
Struktura białek wiążących horm ony 
juwenilne (JHBP); Synteza cysteiny 
w bakteriach, czynniki transkryp- 
cyjne CysB i Cbl; Badania s truk tu 
ralne białkowego inhibitora proteaz 
serynowych (AGTI) z nasion kąkolu 
polnego oraz jego kom pleksu z tryp- 
syną; Badania strukturalne dom e
ny Fc przeciwciał monoklonalnych 
z peptydom im icznym i ligandami; 
Określenie struktury  krystalicznej 
chagasyny — inhibitora proteaz cy
steinowych oraz jej kompleksów z 
enzymami proteolitycznymi; Bada
nia krystalograficzne czynnika trans- 
krypcyjnego wyizolowanego z Ther- 
motoga maritima (TM1030); Badania 
strukturalne dehydrogenazy mlecza- 
nowej w  kompleksie z pirogronia- 
nem i oksyminianem (LDL).

FEBS Advanced Course
Cytochrome P450 Systems: from Structure to Application 
Septem ber 23-28. 2008 
Kranjska Oora, Slovenia

FEBS Advanced Course. W dniach 
23-28 września b.r. w  Kranjskiej Gó
rze w Słowenii, pod patronatem FEBS, 
odbył się trzeci kurs poświęcony 
cytochromom P450, szeroko rozpo
wszechnionej nadrodzinie enzymów, 
uczestniczących w metabolizmie kse- 
nobiotyków, i wielu związków en
dogennych, np. hormonów, kwasów 
żółciowych, kwasów tłuszczowych, 
witamin, czy cholesterolu. Podobnie 
jak sześć lat wcześniej, Organizator
kami Kursu oraz Przewodniczący
mi Komitetu Naukowego byli: prof. 
Bronislava Ćreśnar (Uniwersytet w 
Ljubljanie, Słowenia) oraz prof. Rita 
Bernhardt (Uniwersytet Saarland, 
Niemcy). Polskę reprezentowały trzy 
osoby: dr Marta Kot (Instytut Farma
kologii PAN w Krakowie), dr Michał 
Cichocki (Uniwersytet Medyczny im. 
Karola Marcinkowskiego w Pozna
niu) i student Rafał Skowronek (Ślą
ski Uniwersytet Medyczny w Kato
wicach; Fot. 3). Warto wspomnieć, iż 
wszyscy polscy uczestnicy przywieźli 
ze sobą plakaty, które prezentowali
w  trakcie, podzielo- _____________
nej na dw a dni sesji 
plakatowej obejmu
jącej trzydzieści dzie
więć komunikatów.
Dr M. Kot przed
stawiła opracowanie 
„Is the activity of 
liver CYP regulated 
by brain noradre
nergic or serotoner
gic system?", dr M.
Cichocki „The effect 
of initiating doses of 
benzo[a]pyrene and 
7,12-dimethylbenz[a]anthracene on 
the expression of cytochrome P450 
and phase II enzymes in mouse epi
dermis", a R. Skowronek „Does the 
long-term administration of dalarelin 
— a GnRH receptor agonist — influ
ence hepatic hormone-dependent 
CYP3A expression pattern?". Pod 
w zględem naukowym  kurs był przy
gotowany wyśmienicie. Wśród zapro
szonych wykładowców znaleźli się 
najlepsi specjaliści — głównie euro
pejscy, np. prof. Urs Meyer (Uniwer
sytet w Bazylei) i prof. Magnus Ingel-

Fotografia 3. FEBS Advanced Course 
— Rafał Skowronek prezentuje pracę Ka
tedry M orfologii SUM na sesji posterowej 
(fot. Michał Cichocki).

man-Sundberg (Uniwersytet Karolin-

ska), doskonale znani badaczom CYP. 
W trakcie wykładów i warsztatów 
przedstawiono nowoczesne trendy 
wszystkich głównych „gałęzi" współ
czesnej nauki o cytochromach P450: 
medycyny, fizjologii, farmakologii, 
toksykologii, mikrobiologii, chemii, 
nauki o roślinach i owadach, bioinfor- 
matyki, biotechnologii oraz nauk śro
dowiskowych. Niezwykle oryginalne 
i interesujące były wykłady prof. Ar
chakova (Instytut Chemii Biomedycz
nej, Rosja), który przedstawił problem 
przetwarzania stale rosnącej liczby 
danych naukowych oraz wyjaśnił, 
jak z pomocą nanotechnologii, można 
teoretycznie, „odwrócić liczbę Avo- 
gadro". Inne wybrane ciekawe zagad
nienia poruszone przez w ykładow
ców to: epigenetyka ekspresji genów 
CYP, ich rola w metabolizmie mózgu, 
zastosowanie mikromacierzy DNA 
do badania profili ekspresji genów; 
niedobory enzymatyczne jako istotny 
problem kliniczny, np. niedobór CYP 
19 (aromatazy), zespół Antler Bixler 
(jak się okazało, pierwotny niedobór 
reduktazy NADPH:cytochrom P450) 
oraz wykorzystanie hydroksylaz ste
rydowych jako celów w terapii nadci
śnienia, zespołu metabolicznego, raka 
__________ sutka, raka gruczołu kro

kowego etc. Łącznie w y
głoszono siedemnaście 
wykładów oraz prze
prowadzono cztery za
jęcia warsztatowe: „H u
mań cytochrome P450 
deficiencies and gene 
polymorphisms", „Sys
tems biology", „New 
cytochrome P450s and 
their role in health and 
disease", „P450 expres- 
sion systems". Organi
zatorzy oczywiście nie 

zaniedbali aspektu towarzyskiego. 
W trakcie zorganizowanej wycieczki 
uczestnicy zwiedzili zabytkowe cen
trum  miasteczka Radovljica, gdzie 
spróbowali wyrabianego w sposób 
tradycyjny piernika, a także zobaczyli 
słynne jezioro Bied z uroczym kościół
kiem na wyspie. W czasie wolnym od 
spotkań naukowych studenci mogli 
podziwiać malownicze krajobrazy 
Alp Julijskich i rozwijać nowo nawią
zane znajomości. Kurs zgromadził w 
Kranjskiej Górze 75 osób reprezen
tujących wszystkie dziedziny badań 
nad cytochromami P450 z 14 krajów:
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Francji, Hiszpanii, Kazachstanu, Nie
miec, Polski, Rosji, RPA, Słowenii, 
Szwajcarii, Szwecji, Turcji, Węgier, 
Wielkiej Brytanii i Włoch. Staraniem 
organizatorów przygotowano książ
kę zjazdową, w której opublikowano 
streszczenia wszystkich wykładów, 
warsztatów i komunikatów nauko
wych prezentowanych na Kursie.

Relację przygotow ał Rafał Skow ronek, 
stu d en t IV roku Śląskiego U niw ersytetu  
M edycznego z Kola STN przy  Z akładzie 
H isto logii K atedry M orfologii SUM  w Ka
towicach.

N a g r o d y  
M inistra Nauki 
i Szkolnictwa 
W yższego za 
w ybitne osią
gnięcia nauko
we i nauko
w o -te c h n ic z n e  
(Fot. 4) p rzy 
znano w trzech 
kategoriach. W 
kategorii „Ba
dania na rzecz 
rozwoju nauki" 
nagrodę otrzy
mał specjalista 
od teorii chaosu

w obecności Premiera RP, Donalda 
Tuska. N om inow anym i do nagrody 
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyż
szego byli poza laureatami: w  kate
gorii badań na rzecz rozwoju nauki, 
prof. Michał Głowiński (specjalista 
języka propagandy oraz zideologi- 
zowanej m ow y publicznej, oraz prof. 
Henryk Kozłowski zajmujący się 
problematyką m odelowania ukła
dów bionieorganicznych, a szcze
gólnie badaniem  białek wiążących 
jony metali w  przebiegu chorób neu- 
rozwyrodnieniowych: Alzheimera i 
Parkinsona oraz chorób demencyj- 

-------------------------  nych; w kategorii

Fotografia 4. Laureaci nagrody m inistra nauki i szkolnic
twa w yższego za w ybitne osiągnięcia naukow e i nauko 
wo-techniczne.

prof. Marian Mrozek z UJ za zastoso
w anie narzędzi matematycznych do 
wyjaśniania zjawisk przyrodniczych i 
atmosferycznych. W kategorii „Bada
nia na rzecz rozwoju społeczeństwa" 
nagrodę otrzymał onkolog z Kliniki 
Gastroenterologii Centrum  Onkolo
gii -  Instytut im. Marii Skłodowskiej- 
Curie w  Warszawie, prof. Jarosław 
Reguła. Profesor Reguła koordynuje 
rozległe badania przesiewowe m eto
dą kolonoskopii, których celem jest 
w czesne wykryw anie now otw orów  
jelita grubego. Nagrodę w kategorii 
„Badania na rzecz rozwoju gospodar
ki" otrzymał prof. Zdzisław Smorąg, 
biotechnolog z Instytutu Zootechni
ki PA N  w Krakowie, zajmujący się 
w spom aganiem  rozrodu zwierząt 
hodow lanych przez zastosowanie 
m.in. zapłodnienia in vitro. W w yni
ku prow adzonych przez Laureata ba
dań  uzyskano transgeniczne świnie o 
zmodyfikowanej barierze im m unolo
gicznej człowiek-świnia. Efekty tych 
prac stwarzają nowe możliwości dla 
rozwoju medycyny i farmacji oraz 
hodowli. Uroczystość wręczenia na 
gród odbyła się 8 października 2008 
w Z am ku Królewskim w Warszawie,

badań na rzecz 
rozwoju społe
czeństwa prof. 
Jerzy M ikułow
ski Pomorski, 
autor szeregu 
prac naukowych 
z dziedziny ko
munikacji in
t e r p e r s o n a l n e j ;  
prof. Ewa Przy
bylska, twórczy
ni międzynaro- 
dowego projektu 
TEACH -  Te- 

aching A dult Educators in Continu- 
ing and Higher Education, w ramach 
którego postawiono diagnozę kon
cepcji kształcenia w krajach Europy 
Środkowo-W schodniej i Południo
wo-Wschodniej, przeprow adzono 
ewaluację tej koncepcji oraz w ypra 
cowano szereg rozwiązań w spiera
jących jakość kształcenia ustawicz
nego. W kategorii badań na rzecz 
rozwoju gospodarki nom inowano 
prof. Andrzeja Jajszczyka, znawcę 
zagadnień z obszaru telekom unika
cji i sieci kom puterow ych nowej ge
neracji, a w  szczególności własności 
kombinatorycznych pól komutacyj
nych oraz metodologii zapewnienia 
niezawodności i zwiększenia odpor
ności na uszkodzenia optycznych pól 
komutacyjnych.

Firma L 'Oreal przyznała  już po 
raz ósmy stypend ia  habilitacyjne 
i doktoranckie dla kobiet — na 
ukowców. Stypendia  habilitacyjne 
otrzym ują dr Barbara Klajnert z 
U niw ersytetu  Łódzkiego, dr Iwona 
Łakomska z U niw ersytetu  Mikołaja 
Kopernika w  Toruniu, a stypendia  
doktoranckie otrzymują: mgr Edy
ta Dyguda-Kazimierowicz z W ro

cławia, mgr Joanna Matyjasik z
Zakładu Genetyki i Patomorfologii 
Pomorskiej Akademii Medycznej w 
Szczecinie oraz mgr Katarzyna Sta
chowicz z Krakowa.

Prezydium  PAN w oparciu o re
komendacje Kapituły M edalu p rzy 
znało Medal PAN im. Mikołaja Ko-

Fotografia 5. M edal PAN im. Mikołaja Kopernika.

pernika (Fot. 5) profesorowi W ło
dzimierzowi Zagórskiemu-Ostoi
(Fot. 6) za wybitne osiągnięcia

Fotografia 6. Prof. W łodzim ierz Zagórski-Ostoja 
w raz z prof. Lilianą Konarską na Zjeździe FEBS w 
W arszawie w  czerwcu 2004 roku (z archiw um  re
dakcji).

naukow e w dziedzinie wirusologii 
molekularnej i biotechnologii roślin. 
W łodzim ierz Zagórski-Ostoja należy 
do najwybitniejszych współczesnych 
polskich biochemików, którzy p rzy 
czynili się swoimi pracami do roz 
woju nauk  przyrodniczych w Polsce 
i na świecie; specjalizuje się w b ada 
niach m echanizm u biosyntezy biał
ka i związanej z tym  ekspresji gene
tycznej w irusów  roślinnych. W 1963 
roku ukończył studia  na W ydziale 
Biologii U niw ersytetu W arszaw 
skiego. Pracę badaw czą rozpoczął 
w Katedrze Biochemii UW w 1963 
r. Zajmował się w ówczas procesami 
oddechow ym i bakterii tlenowych. 
Prace poświęcone izolacji i określe
niu własności kilku enzym ów  odde 
chowych Mycobacterium phlei weszły 
w skład jego pracy doktorskiej obro 
nionej w 1968 roku. W tym sam ym  
roku prof. Zagórski podjął pracę w
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Instytucie Biochemii i Biofizyki Pol
skiej Akadem ii Nauk, gdzie zajm o
wał się dw om a zagadnieniam i: m e
chanizm am i syntezy białka i ekspre 
sją genetyczną w irusów  o genomie 
występującym  w postaci tzw. nici 
(+) RNA. D użym  sukcesem prof. Z a
górskiego było stw orzenie w latach 
1970-1978 w arsz ta tu  m etodyczne
go zezwalającego na prow adzenie  
badań  nad regulacją syntezy białek 
wirusow ych. Badania nad m echa
nizm am i i regulacją syntezy białek 
RNA fagów zostały w yróżnione w 
1978 roku N agrodą Państw ow ą I-go 
stopnia. N atura lnym  rozwinięciem  
tych badań  było zajęcie się translacją 
i ekspresją genetyczną w irusów  ro 
ślinnych, a w  konsekwencji m echa
nizm am i syntezy białek w komórce 
roślinnej. D oprow adziło  to do o p ra 
cowania uniw ersalnego roślinnego 
system u translacji i stało się podsta 
wą przyjętej w  literaturze m etody 
syntezy białek roślinnych. Badania 
nad regulacją syntezy białek w iru 
sowych w układzie kom órkow ym , 
oparte o fosforylacje czynników  
inicjujących, zostały opublikow ane 
w kilku pracach, nagrodzonych  w 
1981 roku przez W ydział II N auk 
Biologicznych PAN. Kontynuacją 
prac prow adzonych  przez prof. 
Zagórskiego nad w irusam i roślin 
nym i były badania  budow y geno
m ów w irusów  ziem niaczanych. Był 
to rezultat kilkuletniej w spółpracy 
z zespołami naukow ców  Polsce i 
spoza kraju. Po zsyntetyzow aniu  i 
sklonow aniu kopii DNA fragm en
tów genom ów różnych patogenów  
ziemniaka, prof. Zagórski w raz z 
zespołem wykazali, że ich zastoso
wanie pozw ala w  niezaw odny spo 
sób wykryć patogeny — naw et przy 
infekcjach bezobjawowych. System 
ten był p ierw szym  krajowym  zasto 
sowaniem  w skali masowej p rogra 
m u diagnostycznego w rolnictwie 
opartego o m etody inżynierii gene
tycznej. Za opracow anie m etodyki 
hybrydyzacyjnego w ykryw ania  wi- 
roida ziem niaczanego prof. Zagór
ski i jego zespół otrzym ali w  1985 r. 
nagrodę Sekretarza PAN. Spraw ny 
system  detekcji jest w dalszym  cią
gu pod trzym yw any  jako standard  
krajowy. Elementy m etodyczne sys
tem u są podstaw ą dw u  patentów  
uzyskanych w 1992 roku. W 1991 r. 
prof. Zagórski rozpoczął prace nad

analizą sekwencyjną szczepów wi- 
ro ida ziem niaczanego (PSTV) po 
chodzących z polskich kolekcji la
boratoryjnych i podjął badania  nad 
syntezą białek i składaniem  genów 
u drożdży, wychodząc z założenia, 
że ta w iedza może stać się p rzy d a t
na do rozw ażań  nad patogenezą 
wiroidów . Badania nad patogenam i 
roślin i genetyką drożdży  do p ro w a 
dziły do podjęcia system atycznych 
prac nad  sekw encjonow aniem  d u 
żych odcinków genom u drożdży. W 
latach 1990-2007 prof. Zagórski peł
nił funkcję dyrek tora  Insty tu tu  Bio
chemii i Biofizyki PAN. Na p odkre 
ślenie zasługują tu osiągnięcia prof. 
Zagórskiego przy budow ie  nowej 
siedziby Insty tutu  oraz s tow arzy 
szenia Insty tu tu  z U niw ersytetem  
W arszawskim . Na uznanie  zasłużył 
rozwój w  tym  czasie s tosunków  In
sty tu tu  z laboratoriam i zagran iczny 
mi. Dzięki tym  działaniom  zespoły 
Insty tu tu  weszły w zw iązek bliźnia
czy z laboratoriam i CNRS, p rze tw o 
rzony w Polsko-Francuskie C entrum  
Biotechnologii Roślin. W spółpraca 
zagraniczna prof. Zagórskiego jest 
bardzo obszerna. W latach 1974- 
1976 pracował na Uniwersytecie w 
Wisconsin, zaś w latach 1980-1991 
za trudn iony  był jako profesor sto
w arzyszony VI i VII U niw ersytetu  
Paryskiego. W latach 1989-1990 peł
nił funkcję D irecteur de Recherche 
CNRS, Centrum  Genetyki M oleku
larnej CNRS w Gif-sur-Yvette. Prof. 
Zagórski pełnił rów nież wiele funk 
cji organizacyjnych, m iędzy innym i 
był: przew odniczącym  Komitetu O r
ganizacyjnego XXIX Kongresu FEBS 
W arszaw a 2004, ekspertem  Komi
tetu Program ow ego „Genomics for 
H ealth  and Environm ent" VI Pro
gram u Ramowego Komisji Europej
skiej, przedstaw icielem  Polski w Ko
mitecie Program ow ym  „Quality of 
Life" V Program u Ramowego Unii 
Europejskiej. Na w zm iankę zasługu 
je także praca prof. Zagórskiego w 
Radzie Dyrektorów  Placówek PAN, 
której był przew odniczącym . Prof. 
Zagórski jest członkiem korespon 
dentem  Polskiej Akadem ii Umiejęt
ności i Tow arzystw a N aukow ego 
W arszawskiego.

Medal PAN im. Mikołaja Koper
nika został przyznany  także prof. dr 
hab. Tadeusz Chojnackiemu, pro 
fesorowi Insty tutu  Biochemii i Biofi

zyki PAN i zasłużonem u biochem i
kowi. Jego zainteresow ania b ad aw 
cze koncentrują się na m etabolizm ie 
lipidów  oraz na biochemii po ró w 
nawczej. W ykształcenie lekarskie 
prof. Chojnackiego pozostaw iło  ślad 
w jego działalności i w ielokrotnie 
pow odow ało  pow roty  do zagadnień  
zw iązanych z kliniką i analityką le
karską. Prof. Chojnacki w spółpraco 
wał z w ielom a uznanym i na świecie 
zespołam i botaników, fitochemików 
i chem ików w zakresie izopreno- 
idów  roślinnych. Wiele jego prac 
p row adzonych  jest w e w spółpracy z 
Karolińskim Insty tu tem  Medyczno- 
Chirurgicznym  w Sztokholm ie oraz 
z ośrodkam i naukow ym i w  Indiach 
i Japonii. Dorobek naukow y prof. 
Chojnackiego to przede w szystkim  
wyniki badań  nad  specyficznością 
enzym ów  biosyntezy fosfolipidów, 
prace nad struk turą , funkcją i m eta 
bolizm em  izoprenoidów  roślinnych. 
Wielką jego zasługą jest utw orzenie  
w Instytucie Biochemii i Biofizyki 
PAN ośrodka referencyjnego dla  ba 
dań  nad koenzym am i lipidowym i. 
Na to zagadnienie złożyły się pub li 
kacje na tem at struk tu ry  i funkcji po- 
liprenoli, dolicholi i ich pochodnych 
oraz opracow ania dotyczące m etod 
syntezy i analityki tych substancji. 
Prof. Tadeusz Chojnacki badał rów 
nież m ożliwości pozyskiw ania  tych 
zw iązków  z m ateriału  roślinnego, 
często pochodzącego z egzotycznych 
rejonów świata. W ostatnim  okresie 
opublikow ał około 50 prac d ośw iad 
czalnych, w ogromnej większości w 
recenzow anych czasopism ach spe 
cjalistycznych o wysokim  „im pact 
factor". Jego osiągnięcia badaw cze 
są w ym ieniane w podręcznikach 
biochemii. Jest uznanym  m iędzyna
rodow ym  autory tetem  w dziedzinie 
biochemii lipidów.

Program komputerowy do loka
lizowania obszaru tęczówki w  ob
razie oka uzyskanym przy pomocy  
specjalnej kamery, opracowany w  
Katedrze Mikroelektroniki i Tech
nik Informatycznych Politechniki 
Łódzkiej (PŁ), zajął drugie miejsce w  
międzynarodowym konkursie zor
ganizowanym przez University of 
Beira Interior z Portugalii. Autorem 
wyróżnionego rozwiązania jest mgr 
inż. Wojciech Sankowski (Fot. 7), a 
opiekunem  jego pracy prof. Andrzej 
Napieralski. Zaprezentowany p ro 
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gram  realizuje segmentację obrazu 
oka, co umożliwia zlokalizowanie 
obszaru tęczówki w obrazie oka uzy 
skanym przy pomocy specjalnej ka
mery. Rozwiązanie Po
laków w prezentacji oka
zało się na tyle now ator
skie i konkurencyjne na 
tle innych prac konkur
sowych z całego świata, 
że jury zadecydowało o 
przyznaniu  m u drugiej 
nagrody. Segmentacja 
obrazu oka, czyli pre
cyzyjne zlokalizowanie 
w obrazie w ykonanym  
kamerą, tęczówki oraz 
elem entów ją przesłania
jących, takich jak pow ie
ki czy odbłyski występujące na po 
wierzchni oka, pozwala na przetw o
rzenie zlokalizowanego obrazu na 
liczby. Uzyskuje się matematyczny 
opis struktury tęczówki. To pozwala 
na rozpoznanie fotografowanej oso
by przez porów nanie z istniejącymi 
opisami zgrom adzonym i w bazie 
danych, ale koniecznym w arunkiem  
praw idłow ego procesu identyfikacji 
jest popraw na segmentacja obrazu 
oka. N iezbędne są dalsze badania, 
dzięki którym  możliwe będzie uży
cie technologii identyfikacji osób na 
podstaw ie wzoru tęczówki oka w tak 
wymagających systemach, jak np. sie
ci bankom atów. Katedra Mikroelek
troniki i Technik Informatycznych 
już od kilku lat prow adzi badania 
nad identyfikacją osób na podstawie 
w zoru tęczówki. Równolegle roz
w iązyw any jest problem i złożony, 
i niezwykle istotny z punktu  w idze
nia możliwych zastosowań w wielu 
ośrodkach badawczych na świeci. 
Konkurs miał charakter prestiżowy, 
a autorzy najlepszych ośmiu rozwią
zań zostali zaproszeni do publika
cji swoich wyników w czasopiśmie 
„Elsevier Image and Vision Com
puting", które znajduje się wśród 
najwyżej ocenianych czasopism na 
świecie. Do konkursu zgłosiło się 97 
ośrodków  badawczych, a ostatecznie 
przystąpiło  27 ośrodków, a spośród 
nich w ybrano osiem najlepszych. Ich 
autoram i byli Chińczycy, Portugal
czycy, Koreańczycy, Amerykanie, 
Włosi, H iszpanie i Polacy.

Apteka z głębin morskich w g dr 
hab. Kseni Pazdro z Insty tutu  Oce
anologii PAN w Sopocie. Podczas

Festiwalu Nauki w Jabłonnie dr Paz
dro  opow iadała  nie tylko o walorach 
odżyw czych ryb, ale też o w ystępu 
jących w nich i w m orzu związkach 

aktyw nych biologicznie 
w ykorzystyw anych w m e
dycynie i kosmetologii. 
Farm akologicznie aktyw ne 
związki pochodzące z mórz 
bywają skuteczniejsze w 
zw alczaniu dolegliwości 
i chorób, niż leki syntety 
zow ane w laboratoriach 
chemików. Tłuszcze rybie 
zawierają wielonienasyco- 
ne kw asy tłuszczowe (ome- 
ga-3) redukujące stężenie 
cholesterolu lipoprotein 
o niskiej gęstości (LDL-C) 

i ograniczające choroby krążenia. 
Glony (np. m orszczyn żyjący w Mo
rzu Bałtyckim) są źródłem  jodu, po 
tasu, m agnezu, w apnia  i żelaza. W 
przem yśle żyw ieniow ym  w ykorzy 
stuje się agar izolowany z krasnoro- 
stów  i brunatnie. N azw ano go E-406 
i zastosow ano w wielu produktach  
jako zagęszczacz, substancję żelu 
jącą. P rzetw orzony w odorost m or
ski Eucheuma to karagen oznaczony 
sym bolem  E-407, stosow any jest 
m.in. w jogurtach i skondensow anej 
bitej śmietanie. Biorąc pod uw agę 
zaw artość korzystnych dla zd ro 
w ia e lem entów , nie zawsze „E" za 
w arte  w p roduk tach  spożywczych 
jest czymś, przed  czym konsum ent 
pow inien  się bronić. Farmakologia 
m orska to dziedzina w iedzy zaj
mująca się izolowaniem  
z m orza organizm ów  i 
substancji o potencjale 
leczniczym. Biologiczna 
aktyw ność tych zw iązków  
może przekładać się na 
aktyw ność farm akologicz
ną. W ciągu 30 lat rozw o
ju farm akologii morskiej 
w yizolow ano i opisano 20 
tys. zw iązków  o takim  po 
tencjale — substancji anty- 
bakteryjnych, an tyw iruso 
wych, antygrzybicznych 
i an tynow otw orow ych. 
O paten tow ano  300 z nich, 
a kilkanaście dopuszczono 
do obrotu. Komercyjne w ykorzysta 
nie zidentyfikow anych substancji 
ak tyw nych  farm akologicznie w y 
maga wielu d ługoletnich zabiegów 
badaw czo-rozw ojow ych. Ich końco

w y etap — testy kliniczne — mogą 
trwać od 7 do 30 lat, a koszt op ra 
cowania jednego leku wynosi około 
800 milionów dolarów. Przykładem  
leków z „głębinowej apteki" jest Zy- 
konotyd, środek do leczenia silnego 
bólu neuropatycznego, około stu 
razy bardziej aktyw ny niż morfina. 
Lek uzyskiw any jest ze ślimaków 
m orskich Conus żyjących w Pacy
fiku. Ich jad zaw iera paraliżujące 
toksyny. Drugi lek, o którym  w spo 
m niała badaczka Insty tu tu  O ceano
logii PAN, ma działanie przeciwno- 
w otw orow e. Użyto w nim substan 
cji w ydzielanych przez organizm y 
morskie (w tym w ypadku  glony). 
Badania wykazały, że neurotoksycz- 
ne i hepatotoksyczne zakwity m ożna 
wykorzystać w farmakologii. Toksy
ny izolowane z cyjanobakterii w yka
zały aktywność przeciw now otw oro- 
wą, antybakteryjną, cytotoksyczną, 
an tyw irusow ą i antygrzybiczną.

Zwycięzcą pierwszej edycji kon
kursu na najlepszy tekst popular
nonaukowy w polskiej prasie za 
rok 2008 został Adam Zubek. N ie
zależne jury, w osobach prof. M ag
daleny Fikus z Insty tutu  Biochemii i 
Biofizyki PAN, Anny M azurkiewicz 
— dyrektor Wyższej Szkoły K om u
nikow ania i M ediów Społecznych 
im. J. G iedroycia w W arszawie i zna 
nego dziennikarza telewizyjnego — 
W iktora Niedzickiego, nagrodziło  
dw a artykuły Zubka: „Dolina pięciu 
skarbów " i „A jednak potop". Oba 
teksty ukazały się w „Polityce". Pre

zes Polskiego S tow arzy
szenia Dziennikarzy N a
ukowych „Naukow i.pl" 
Sławomir Zagórski (lau
reat z roku 2008 nagro 
dy im. Prof. Bronisława 
Filipowicza, p rzyznaw a
nej przez Polskie Tow a
rzystw o Biochemiczne), 
poinform ował, że jury 
przyznało też trzy hono 
row e wyróżnienia. N ad 
to organizator konkursu 
przyznał także specjalną 
honorową nagrodę dla 
naukowca przyjaznego 
mediom. Laureatką za 

rok 2008 została prof. Ewa Bartnik 
(Fot. 8) z U niw ersytetu  W arszaw 
skiego i Insty tu tu  Biochemii i Biofi
zyki PAN. P rzyznaw ane w tym roku 
po raz pierw szy pow yższe nagrody
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Fotografía 7. M gr inż. Woj
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są inicjatywą Polskiego S tow arzy
szenie Dziennikarzy N aukow ych 
„N aukow i.pl". N agroda nosi imię 
Karola Sabatha — zm arłego p rzed 
wcześnie w październ iku  2007 r. 
członka Stowarzyszenia, najlepsze
go znawcy i popularyzatora  d ino 
zaurów  w Polsce.

Tematem dorocznej, trzynastej 
już konferencji z cyklu Fundacji 
dyskusje o nauce, przeprow adzonej 
w Serocku k. W arszawy w dn. 16-18 
października, była „O dpow iedzia l
ność uczonych". Uczestniczyło w 
niej kilkudziesięciu uczonych, za 
proszonych z różnych ośrodków  
naukow ych z całego kraju. Tem a
tykę konferencji w yznaczyły dw a 
podstaw ow e aspekty odpow iedzia l
ności uczonych, tj. jej ujęcie „w e
w nętrzne" czyli odpow iedzialność 
naukow ców  za jakość badań, za 
dobór ich tematyki, za p rzesuw a
nie granic podejm ow anych badań, 
a także ujęcie „zew nętrzne" czyli 
odpow iedzialność uczonego wobec 
środow isk pozanaukow ych, zw iąza 
na z w ykorzystyw aniem  w yników  
badań, ich p opu lary 
zacją i używ aniem  w 
dyskusjach publicz
nych. Referaty p rzed 
stawione podczas
konferencji przez
profesorów: Piotra
Węgleńskiego, Da
riusza Dolińskiego,
Andrzeja Friszke, Ry
szarda Gryglewskie- 
go, Antoniego Sułka,
Zbigniewa Jaw orow 
skiego, Andrzeja Sta- 
ruszkiewicza i An
drzeja Szostka oraz 
głosy w dyskusjach 
z a i n s p i r o w a n y c h  
podnoszonym i w nich problem am i, 
opublikow ane zostaną w kolejnym 
tom iku z serii Fundacji dyskusje o na
uce. W yjątkowym w ydarzeniem  te
gorocznej konferencji było uroczyste 
wręczenie H onorow ych O dznaczeń 
FNP dw óm  osobom, które od wielu 
lat w szczególny sposób wspierają 
działania Fundacji: prof. Barbarze 
Skardze i prof. Lechowi Szczuckie
mu.

Fundacja Nauki Polskiej dzięku
je darczyńcom, którzy przekazali 
w tym roku 1% swojego podatku

dochodowego na dobro Fundacji. 
Zgodnie z now ą p rocedurą  od 1 
stycznia do 31 sierpnia br. u rzędy  
skarbowe przekazały  na konto FNP 
43 240,80 zł. Kwota ta stanow i p ra 
wie dw ukrotność środków , które 
Fundacja o trzym yw ała z odpisów  
na organizacje pożytku  publicznego 
w latach ubiegłych. Jesteśmy nie
zm iernie wdzięczni w szystkim  d a r 
czyńcom. Dzięki p rzekazanym  daro 
w iznom  15 tegorocznych laureatów  
program u POWROTY/HOMING  
— młodych, zdolnych naukow ców  
powracających do Polski po d ługo 
term inow ym  pobycie naukow ym  
za granicą, o trzym a w yższe sty
pendium . S typendium  każdego z 
laureatów  program u POWROTY/ 
HOMING — edycja 2008, zostanie 
podw yższone o 4.000 zł. N a kwotę 
tę składają się środki o trzym ane z 
odpisów  1% podatku , a także część 
darow izny  w wysokości 100 tys. zł, 
przekazanej Fundacji w roku 2006 
przez indyw idualnego  darczyńcę.

W Łodzi powstaje Centrum 
Bio- i Nanotechnologii (CBNT). W

jego tw orzenie zaan 
gażow ały się przede  
w szystkim Politechnika 
Łódzka oraz instytuty 
PAN. C en trum  ma być 
jednym  z najnow ocze
śniejszych ośrodków  
badaw czych w kraju, 
kierunkow o zgodnych 
z priorytetam i bad aw 
czymi P rogram u Ra
m ow ego UE. CBNT ma 
być w spom agane przez 
M iędzynarodow y Ko
mitet Doradczy, k tó 
rem u przew odniczy 
prof. Krzysztof Ma- 
tyjaszewski (Fot. 9) z 

Carnegie Mellon University w Pit
ts b u rg h  Jest to ceniony na świecie 
specjalista od polim erów , w ym ie 
niany jako jeden z kandydatów  do 
N agrody Nobla. W skład kom itetu 
wchodzą także naukow cy m.in. z 
Włoch, Wielkiej Brytanii i Belgii. W 
Centrum  prace prow adzić  będą ze
społy naukow ców  z polskich i zagra 
nicznych ośrodków  akadem ickich i 
przem ysłowych. Ma to sprzyjać do 
łączeniu do św iatow ych liderów w 
dziedzinie zaaw ansow anych tech
nologii. Tematycznie badania  będą 
się skupiać przede w szystkim  wokół

ochrony środow iska, energii i m edy 
cyny, a realizacja ma następow ać od 
badań  teoretycznych do w drożeń. 
Na potrzeby realizacji konkretnych 
projektów będą pow oływ ane kon
sorcja badaw czo-w drożeniow e.

Prof. Tadeusz W ięckowski, rek
tor elekt Politechniki Wrocław
skiej, został nowym  przewodniczą
cym Kolegium Rektorów Uczelni 
Wrocławia i Opola. Zastąpił na tym 
stanow isku  prof. Tadeusza Lutego 
z Politechniki. Kadencja Kolegium 
będzie trw ała  4 lata, a funkcje p rze 
w odniczącego będzie pełnił w ybra 
ny prof. Tadeusz W ięckowski przez 
jeden rok, a przez następne trzy lata 
Kolegium będzie p row adzone przez 
ak tualnych wiceprzew odniczących 
(w kolejności j.n.), prof. d r  hab. 
M arka Bojarskiego, prof. d r hab. 
Bogusława Fiedora i prof. dr hab. 
R yszarda Andrzejaka. Zm iana p rze 
w odniczącego następow ać będzie 
15 listopada, poczynając od 2009 r., 
kiedy to prof. W ięckowskiego zastą 
pi prof. Bojarski. Misją Kolegium, 
obradującego raz w miesiącu, jest 
integracja środow iska akadem ickie
go W rocławia i Opola, w spieranie 
rozw oju społecznego i gospodarcze
go poprzez  przybliżanie środowiska 
akadem ickiego i w iedzy, która w 
nim  powstaje, m ieszkańcom  regio
nu, politykom  i przedsiębiorcom  
oraz działania lobbingowe na rzecz 
rozw iązań  zmierzających do p o p ra 
wy polskiej nauki.

Powstało Wrocławskie Centrum 
Akademickie, czyli instytucja, któ
rej zadaniem będzie koordynacja 
miejskich projektów edukacyjnych  
oraz współpraca miasta z uczelnia
mi. Będzie to miejsce naw iązyw ania 
kontak tów  i pozyskiw ania inform a
cji dotyczących wrocławskiego śro 
dow iska akademickiego, a p rzede 
w szystk im  przyczyni się ono do 
integracji środow iska akadem ickie
go. Z C en trum  w spółpracow ać będą 
m ogły także n iepaństw ow e uczelnie 
i ośrodki naukow e. Na czele C en
trum  stanął prof. Tadeusz Luty.

Po czerw cow ym  spotkaniu  z 
w spółodkryw cą DNA prof. Jam e
sem W atsonem  w listopadzie br. w 
Collegium  M aius UJ odbyły się dwa  
spotkania z cyklu „Nauka a prze
mysł" z w ybitnym i uczonymi, zaj
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Fotografia 9. Prof. Krzysztof Matyja- 
szewski.
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mującymi się naukami biomedycz
nymi — prof. Chrisem Lipińskim i 
prof. Johnem Martinem. O rganiza
toram i tych w ydarzeń  były CITTRU, 
Jagiellońskie C entrum  Badań Me
dycznych, Fundacja Kościuszkow
ska oraz Klaster Life. Prof. Chris 
Lipiński jest uznanym  
autorytetem  w dziedzi
nie chemii leków, kon
su ltantem  naukow ym  
wielu firm farm aceutycz
nych oraz w spółtw órcą 
innowacyjnej firmy Me- 
lior Discovery. Jednym  z 
jego w ażnych osiągnięć 
jest opracow anie tzw.
„reguły pięciu", która 
dotyczy badania właści
wości leków. Prof. John 
Martin zaś, w ybitny spe- 
cjalista-kardiolog, autor 
wielu now atorskich tera 
pii farm akologicznych i 
genetycznych oraz założyciel firmy 
biotechnologicznej ARK Therapeu 
tics, mówił o w spółpracy z biznesem 
jako najlepszej d rodze  do urzeczy
wistniania.

Tytuł „Ambasadora Polszczy
zny", który będzie przyznawany 
za wybitne zasługi w  krzewieniu  
pięknej, poprawnej i etycznej pol
szczyzny, ustanowiła Rada Języ
ka Polskiego Polskiej Akademii 
Nauk. Przewodniczący kapituły 
tytułu, prof. Andrzej Markowski, 
poinform ował, iż godność ta będzie 
nadaw ana  w pięciu kategoriach: 
A m basadora Polszczyzny w Mowie, 
A m basadora Polszczyzny w Piśmie, 
A m basadora Polszczyzny poza G ra
nicami Kraju, Młodego A m basadora 
Polszczyzny oraz A m basadora Pol
szczyzny Regionalnej. A m basadora
mi Polszczyzny w Mowie został: abp 
T adeusz  Gocłowski za w ystąpienia 
odznaczające się bardzo dobrą pol
szczyzną oraz zwięzłością i prostotą, 
prof. Franciszek Ziejka — w uznaniu 
jego w ybitnego talentu oratorskiego 
— oraz red. G rażyna Wrońska-Wal- 
czak za radiowe audycje z cyklu „Ję
zyk na zakręcie". Tytuły Ambasado
ra Polszczyzny w Piśmie otrzymają: 
felietonista Jacek Fedorowicz za tek
sty poruszające często problem atykę 
ku ltury  języka i sprawności porozu 
m iew ania  się, prozaik i dram aturg  
Janusz Głowacki — m .in. za umiejęt
ność sw obodnego posługiw ania się

różnym i stylami polszczyzny, a tak 
że prof. Andrzej Szczeklik (Fot. 10) 
— za język pozwalający na porusza 
nie w twórczości problem ów  egzy
stencjalnych w sposób prosty, lecz 
w rażliw y i pełen hum anizm u. G od 
ność A m basadora Polszczyzny poza 

Granicam i Kraju 
kapitu ła  przyznała: 
prof. Yi Lijun — tłu 
maczce i badaczce 
literatury polskiej 
kierującej Katedrą 
Języka Polskiego Pe
kińskiego U niw ersy 
tetu Języków Obcych; 
prof. Barbarze Rzyski, 
popularyzującej pol
ską historię, ku lturę  i 
język w  Brazylii oraz 
dr Annie Barańczak, 
zarażającej polszczy
zną swoich s tu d en 
tów w Uniwersytecie

Jubileuszowy 20. Ogólnoeuro
pejski Konkurs Prac Młodych Na
ukow ców  Unii Europejskiej, który 
odbywał się w  dniach 19-26 wrze
śnia 2008 r. w  Kopenhadze, za
kończył się podwójnym  sukcesem  
Polaków. 19-letni Paweł M aryniak 
z N ysy otrzym ał przyznaną przez 
duński rząd nagrodę specjalną za 
badania  nad zachow aniem  hodow a
nych przez siebie karaczanów  ma- 
dagaskarskich; okazało się, że samce 
radzą  sobie z orientacją przestrzen 
ną lepiej od samic. Jedną z trzech 
pierw szych nagród  po 7 tysięcy 
euro  przyznano  17-letniej M agdale
nie Bojarskiej za badania  nad teorią 
grafów.

Podczas XXII Międzynarodo
wych Mistrzostw w  Grach Matema
tycznych i Logicznych w Paryżu, 
przeprowadzonych 29 i 30 sierp 
nia 2008 r. m łodzi Polacy zdobyli 8 
medali (dwa złote, pięć srebrnych i 
brązowy). W m istrzostw ach wzięło 
udzia ł ok. 300 osób z 12 krajów, w 
tym  27 osób z Polski. Polski zespół 
w yłoniono w krajowych elim ina
cjach spośród najlepszych uczniów 
szkół podstaw ow ych, średnich i s tu 
dentów .

Prof. dr hab. inż. Wojciech Wró
blew ski z W ydziału Chemicznego  
Politechniki Warszawskiej, otrzy 

mując z rąk Prezydenta  RP tytuł 
profesora nauk  chemicznych, stał 
się najmłodszym „belwederskim"  
profesorem na tej uczelni; nauko 
wiec uzyskał stopień profesora w 
wielu 39 lat. Prof. W róblewski spe
cjalizuje się w  chemii analitycznej 
(m iniaturow e systemy analityczne). 
Dorobek naukow y jest bogaty; obej
muje trzy patenty  i trzy zgłoszenia 
patentow e, około 60 publikacji z 
listy filadelfijskiej (sum aryczny Im- 
pact Factor 108,958), liczne referaty 
i w ystąpienia konferencyjne oraz a r
tykuły w  czasopism ach recenzow a
nych i monografie. Od 1992 r. prof. 
Wojciech W róblewski prow adzi 
także aktyw ną działalność d y d ak 
tyczno-wychowawczą. Jest w ykła 
dowcą, kierownikiem  laboratorium , 
prom otorem  rozpraw  doktorskich i 
k ilkunastu  prac magisterskich. Jest 
także członkiem Rady Program o
wej m iędzyw ydziałow ego k ierun 
ku s tudiów  „Ochrona Środowiska" 
oraz p rodziekanem  ds. Nauki W y
działu Chemicznego PW w kadencji 
2005/08. N ajm łodszy profesor PW 
był w ielokrotnie w yróżniany za swe 
osiągnięcia naukow e i dydaktyczne. 
W sw oim  dorobku ma m.in. nagrody 
rektora PW, granty KBN i MNiSzW.

Laureatem „Złotej róży" — II
edycji nagrody Festiwalu Nauki, In
sty tu tu  Książki i Redakcji Nowych 
Książek, został dr Marek Ostrow
ski, przyrodnik z Uniwersytetu  
Warszawskiego. Książki jego au to r 
stwa — „Spojrzenie W arsa", „Obli
cze Sawy" i „Pokolenie Varsovia.pl" 
z cyklu „Tryptyk W arszawski", zo
stały uznane przez jury za najlepsze 
książki popu larnonaukow e w sezo
nie w ydaw niczym  2007/2008. Rada 
P rogram ow a FN wyróżniła także 
m łodego badacza dr. Michała Bile- 
wicza z W ydziału Psychologii UW 
za prezentację „Swoi i obcy. Jak ich 
w idzim y?"

Odszedł ojciec nowoczesnej m e
dycyny, prof. dr hab. med. Tadeusz 
Orłowski (Fot. 11), pionier trans 
plantologii, twórca interny w Pol
sce, wielki naukowiec, wychow aw ca 
wielu pokoleń lekarzy, taternik i al
pinista. Tadeusz Orłowski uw ażany 
jest za pioniera polskiej transp lan 
tologii i ojca interny. Urodził się 13 
w rześnia 1917 w Kazaniu nad W oł
gą. Dyplom  lekarza uzyskał na taj

Fotografia 10. Prof. Andrzej Szcze
klik.

Flarvarda.
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nym  Uniwersytecie W arszaw skim  w 
1943 r., na którym  był później w y 
kładow cą i gdzie w  1949 r. uzyskał 
tytuł doktora. W czasie Pow stania  
W arszawskiego pracow ał jako le
karz w  w arszaw skich 
szpitalach. Należał do 
AK. Był odznaczony 
m. in. W arszaw skim  
Krzyżem Pow stań 
czym oraz Krzyżem 
K om andorskim  z 
G w iazdą O rderu  O d 
rodzenia Polski. Prof.
Tadeusz Orłowski był 
w ybitnym  specjalistą 
w  zakresie m edycyny 
wewnętrznej, nefrolo- 
gii oraz transp lan to 
logii. Stworzył polską 
szkołę dializoterapii.
W roku 1959 u ru 
chomił w W arszawie 
ośrodek dializacyjny, 
tzw. sztuczną nerkę.
Dzięki pracy profesora i jego zespołu 
udało  się w yprodukow ać  i opa ten to 
wać polską sztuczną nerkę a rkuszo 
wą i dializatory zwojowe. W 1966 r. 
w raz z prof. Janem N ielubow iczem  
dokonał pierw szego udanego  p rze 
szczepu nerki ze zwłok. W 1975 r. 
z jego inicjatywy pow stał Insty tut 
Transplantologii A kadem ii M edycz
nej w W arszawie. W 1986 r. profesor 
przeszedł na em eryturę , ale niemal 
do ostatnich dni życia poświęcał się 
badaniom  nad przeszczepianiem  
w ysepek trzustkow ych u chorych z 
cukrzycą. Jego pasją było w sp in a 
nie się po górach. W latach 1939-45 
prof. Orłowski zasiadał w zarządzie  
konspiracyjnego Klubu W ysokogór
skiego oraz był redak to rem  tajnego 
pism a „Taternik".

17 sierpnia 1991 roku w ysła 
no pierwszego polskiego e-maila.
W iadomość (ale nie list tylko pakiet 
IP) przesłali z b udynku  Insty tu tu  Fi
zyki U niw ersytetu W arszaw skiego 
Krzysztof Heller i Rafał Pietrak do 
Jana Sorensena, szefa O środka Kom 
puterow ego U niw ersytetu  K open
haskiego. Bezpośrednie połączenie 
m iędzy serweram i dw óch u n iw ersy 
tetów, umożliwiające przesłanie m a 
ila, nastąpiło już w  lipcu 1991 roku, 
a już wcześniej polscy naukow cy 
mogli łączyć się z p laców kam i n a 
ukow ym i w Europie, ale było to 
bardzo skom plikow ane i osiągalne

przez zwykłe połączenia telefonicz
ne pom iędzy wielom a instytucja
mi. G łówne prace nad m ożliwością 
przesyłania informacji pom iędzy 
kom puteram i rozpoczęły się pod 

koniec lat 80. Polscy 
profesorow ie naw ią 
zali wów czas kontakt 
z profesoram i z k lu 
czowych uczelni am e
rykańskich. Odegrali 
oni k luczow ą rolę w 
podłączeniu  Polski 
do Internetu. Sześciu 
naukow ców  — w tym  
Rafał Pietrak — otrzy 
mało od prezydenta  
A leksandra Kwa
śniewskiego Krzyż 
Zasługi. Rafał Pietrak 
w roku 1991 roku był 
jedynie m łodym  p ra 
cownikiem  Insty tutu  
Fizyki U niw ersyte 
tu W arszawskiego, 

a później był bezrobotny. Kilka lat 
wcześniej skończył studia. Zaintere
sował się kom puteram i i był jedynie 
częścią środow iska, k tórem u zależa
ło na przyłączeniu Polski do global
nej sieci internetowej. Ofi
cjalne przyłączenie Polski 
do globalnej sieci in terne
towej nastąpiło  w  stycz
niu 1991 roku, po zgodzie 
administracji ówczesnego 
prezydenta  USA Georgea 
Busha. Dzisiaj szacuje się, 
że z Internetu korzysta 
ponad  800 m ilionów osób, 
z czego w naszym  kraju 
— ponad 9 milionów.

Biologiczne uwarunko
wania życia człowieka, ge
netyczny ślad wędrówek 
organizmów w czasie i 
przestrzeni, związki ekologii z biolo
gią ewolucyjną — to tylko niektóre z 
całej serii wykładów, jakie proponu
je wszystkim chętnym Wydział Bio
logii Uniwersytetu Warszawskiego, 
w trzecim już cyklu comiesięcznych, 
poniedziałkowych spotkań z biologią 
XXI wieku. Organizatorzy zaprasza
ją do uczestnictwa przede wszystkim 
uczniów i nauczycieli biologii i nauk 
pokrewnych. Pierwsze spotkanie z serii 
odbyło się na początku października. 
W jego trakcie prof. Jerzy Dzik (Instytut 
Paleobiologii PAN) mówił o granicach 
poznania w biologii ewolucyjnej. Kolej

ne, listopadowe spotkanie poprowadził 
prof. Jan Kwiatowski (Instytut Botaniki 
UW), a podczas następnych głos należeć 
będzie do profesorów — Andrzeja Ka
czanowskiego (Instytut Zoologii UW), 
Tomasza Umińskiego (Szkoła Wyższa 
Przymierza Rodzin), Krzysztofa Spali- 
ka (Instytut Botaniki UW) i Piotra Da- 
widowicza (Instytut Zoologii UW). III 
cykl wykładów zakończy w kwietniu 
przyszłego roku — rok 2008/2009 jest 
rokiem Karola Darwina na Uniwersyte
cie Warszawskim — referat prof. Piotra 
Węgleńskiego (Instytut Biochemii i Bio
fizyki PAN), byłego rektora UW, zaty
tułowany „Wszystkie geny człowieka".

Biologia molekularna człowieka
(Fot. 12) to podręcznik obejmujący wie
dzę nie tylko z zakresu biologii moleku
larnej, ale również genetyki, biotechno
logii i cytologii. Zaprezentowano w  nim 
najnowsze odkrycia w  badaniach nad 
genami, genomem, komórkami, wiru
sami i bakteriami. Omówiono m.in.: 
chromatyny i chromosomy, ekspresje 
genu, RNA i translacje, strukturę i funk
cje białek, błony i kanały, receptory na 
powierzchni komórki i rozpoznawanie 
antygenu, białka cytoszkieletu, prze
wodzenie sygnału, bioaktywne lipidy 

i cytokiny pośredniczące 
w procesach zapalnych, 
hormony i czynniki wzro
stowe, czynniki hemopo- 
etyczne, czynniki angio- 
genne, czynniki o aktyw
ności naczyniowej, a także 
rozwój i jego przebieg, 
metabolizm, zagadnienia 
związane z krwią, proble
my odporności i funkcje 
przeciwciał, zagadnienia 
związane z neurobiolo- 
gią, genetyczne układy 
eksperymentalne, badania 
genów i białek, nokauty 

genetyczne oraz transgeniczność i klo
nowanie. Podręcznik uzupełniają licz
ne tabele i ryciny. Na końcu każdego 
rozdziału zamieszczono pytania kon
trolne, które pozwalają na sprawdzenie 
przyswojonej wiedzy. „Biologia mole
kularna człowieka" prezentuje najnow
sze dane w tej bardzo szybko rozwija
jącej się dziedzinie nauki. Profesjonalne 
opracowanie tekstu oraz indeks haseł 
ułatwiają zrozumienie i odszukanie po
trzebnych informacji.

Dział pod redakcją Teresy Weso
łowskiej

Richard J .  Epstein

Biologia
molekularna

człowieka
j r A I  A

Fotografia 12.
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Fotografia 11. Prof. d r hab. med. Tade
usz Orłowski, po lewej.
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L I S T  D O  R E D A K C J I

Szanowny Pan 
Profesor Sławomir Pikuła  
Redaktor N aczelny  
Postępy Biochemii

ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa

Szanowny Panie Profesorze,

Z przykrością s tw ierdzam , że 
niektóre artykuły  opub likow ane w 
Postępach Biochemii w  latach 2006- 
2007 zawierają błędy rzeczow e i 
nom enkla turow e. A przecież Postę
py Biochemii są jedynym  czasop i
sm em  polskojęzycznym , pośw ięco
nym  tej (jakże ważnej) dyscyplinie 
naukowej. Mają być au to ry te tem  w 
zakresie term inologii b iochem icz
nej i ź ródłem  nowoczesnej w iedzy, 
p rzede  w szystk im  dla m łodych bio 
chem ików  i innych adep tów  szero 
ko pojętej biologii.

P rzedstaw iam  dość d ługą  listę 
rażących uchybień.

Z dziw ien iem  nap aw a  s tw ierdze 
nie, że au torzy  zgłaszający pracę 
na tem at patobiochem ii procesu 
krzepnięcia krw i nie potrafią naw et 
popraw nie  nazw ać opisyw anych  
zjawisk i opisują rzeczy sprzeczne 
z e lem entarną w iedzą  na ten temat. 
P roduk tem  krzepnięcia krwi wy- 
naczynionej jest skrzep krw i (łac. 
coagulum sanguinis, ang. blood ciot), 
na tom iast w  św ietle naczynia po 
wstaje zakrzep, czyli skrzeplina  
(łac. thrombus, ang. thrombus). Nie 
ma „skrzepów wewnątrznaczy
niowych", są na tom iast zakrzepy, 
czyli skrzepliny i to wyłącznie w e 
w nątrznaczyn iow e [1],

Nie istnieje „tromboza". To dz i
w oląg językow y w prow adzony  
przez  A utorów . Zespół chorobow y 
polegający na pow staw an iu  zakrze 
pów  (skrzeplin) nosi nazw ę zakrze- 
picy. Nie istnieją „skrzepy m iażdży 
cow e' '[ ! ] •  Nie istnieje „ostry proces 
trom bozy" [1], Nie jest p raw dą, że 
„niskie daw ki kw asu  acetylosalicy
lowego zwiększają p rzepuszczal
ność skrzepów  u ludzi zdrow ych" 
[1], chociażby dlatego, że u ludzi

zd row ych  „skrzepy" nie p o w sta 
ją. N onsensem  jest tw ierdzenie , że 
„proces polim eryzacji fibryny roz 
poczyna się od przecięcia przez 
trom binę peptydów  A i B fibryny  
od N -końca łańcuchów  A a  i B(3"
[1], Fibryna w ogóle nie zaw iera  ani 
p ep ty d ó w  A i B, ani łańcuchów  A a 
i Bp. To f ibrynogen zaw iera  takie 
łańcuchy. To fragm enty  N-końco- 
w e łańcuchów  Au i B  ̂fibrynogenu, 
a nie fibryny, odpow iedn io  fibry- 
n o p ep ty d  A i f ib rynopep tyd  B są 
od łączane na d rodze  p ro teo litycz
nej p rzez  trom binę. Nie jest p ra w 
dą, że „m onom ery  fibryny asocjują 
w  dw un ic iow ą m acierz" [1]. Taka 
„dw un ic iow a m acierz" w  ogóle 
nie istnieje. Nie jest też p raw dą , że 
w łókna fibryny są rozgałęzione [1].

F ibrynogen  nie jest „czynnikiem  
ryzyka w ystępow ania  choroby 
w ieńcowej, u d a ru  m ózgu i śm ier
telności niezależnej od uk ładu  
krw ionośnego" [1]. Szkoda, że nie 
w ym ien iono  choćby jednej choro 
by „niezależnej od u k ładu  k rw io 
nośnego" i w yw ołanej przez  fibry 
nogen. Białko to jest norm alnym , 
fizjologicznym  składnik iem  osocza. 
To nie fib rynogen  lecz hiperfibry- 
nogenem ia predysponu je  do roz 
w oju n iek tórych  chorób. Skrzep nie 
jest „odporny" [1] lecz oporny na 
lizę. O dporność  i oporność to różne 
zjawiska.

K was salicylowy nie w pływ a na 
uk ład  bodźco-przew odzący  serca, 
d la tego  nie m a zastosow ania  w „le
czeniu  m igotania  p rzedsionków "
[1], O czywiście m oże zapobiegać 
po w staw an iu  zak rzepów  w m igo 
cących przedsionkach . W polskiej 
term inologii m edycznej i b ioche
micznej nie funkcjonuje „uremia" 
ani „koagulacja krwi" [1], W łaści
we te rm iny  to „mocznica" i „krzep
nięcie krwi". Nie jest p raw dą , że 
m ocznik  jest p rzekszta łcany  w 
„izocyjanat", który  pow oduje  „kar- 
bamylację" białek [1], Taki zw iązek 
w ogóle nie istnieje, a w spom niany  
proces nie zachodzi. W cytow anym  
o ryginale  jest m ow a o isocyanate, 
czyli o izocyjanianie i o carbamoila- 
tion, czyli o karbamoilacji.

Nie m a osób „potencjalnie z d ro 
w ych" [1], są n a tom iast osoby z d ro 
w e lub chore. Zm iany , o których 
m ow a w tym  a rtyku le  nie są „pato
genne" lecz patologiczne.

Znajom ość chem ii p rzydaje  się 
także i b iochem ikow i. T rudno  uw ie 
rzyć, że b iochem ik  nie odróżnia  
siarczanu od su lfon ianu [2,9]. Sul
fonow anie  ty rozyny  jest m ożliwe 
jedynie  in vitro, i to w drastycznych  
w arunkach . In vivo reszty tyrozy- 
low e nie podlegają  su lfonow aniu , 
lecz siarczanow aniu . A przecież w 
cy tow anych  oryg inałach  proces ten 
jest nazw any  popraw n ie ; sulfation 
czyli siarczanow anie .

N ie jest p raw d ą , że „m etabolity  
rezorcyno lu  okazały  się . . .su lfono 
w ym i i g lukurono-su lfonow ym i ko- 
n iuga tam i"  [9], Sulphate nie jest su l
fon ianem  lecz siarczanem . M etabo
lity, o k tórych  m ow a, są estram i siar
czanow ym i lub  g lukuron ianow ym i 
rezorcynolu . Z dz iw ien iem  napaw a 
rycina 3 w p racy  [9]. P rzedstaw ia 
ona „ p ro p o n o w an y  szlak d eg rad a 
cji a lk ilo rezorcynoli". W jednym  z 
e tapów  tego p rocesu  ma zachodzić 
„koniugacja z g lukuron ianam i i 
su lfon ianam i". A przecież is tn ie 
je tylko jeden  kw as g lukuronow y i 
jeden  an ion  zw an y  g lukuronianem . 
Szkoda, że nie w ym ieniono  cho
ciażby jednego  „su lfon ianu", który 
„koniuguje  się" z alkilorezorcynola- 
mi. Przecież to zupe łny  nonsens. A 
p ra w d a  jest taka, że w  procesie bio- 
transform acji a lk ilorezorcynoli nie 
uczestn iczą żad n e  „g lukuron iany" 
ani „su lfon iany", lecz reszty gluku- 
ron ianow e i siarczanow e, których 
dostarczycie lam i są odpow iedn io  
U D P -g lukuron ian  i 3 '-fosfoadeno- 
zyno-5 '-fosfosiarczan, zw any  także 
ak ty w n y m  siarczanem . Powstają 
siarczan lub g lukuron ian  o d p o 
w iedn iego  alk ilorezorcynolu .

N ie jest p raw d ą , że „podjednost- 
ki CYP4A i CYP4F cytochrom u P450 
kata lizu ją  niespecyficzną co-hydrok- 
sylację..." (9). Takie podjednostki  
w  ogóle  nie istnieją. W ym ienione 
sym bole oznaczają odpow iedn ie
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izoform y (izoenzymy) cytochrom u 
P450, a nie jego podjednostki.

Cytochrom y P450 podzie lono  na 
rodziny  i podrodz iny , a k ażd e 
m u izoenzym ow i p rzyp isanem u  
do określonej p o d rodz iny  nadano  
in d yw idua lny  num er iden ty fika 
cyjny. CYP oznacza p rzynależność 
enzym u do cy tochrom ów  P450. N a 
stępujący po nim  sym bol cyfrow y 
oznacza p rzynależność izoenzym u 
do określonej rodziny  tych cyto 
chrom ów . Kolejny sym bol litero 
wy oznacza p o d rodz inę  w obrębie 
rodziny, a dalszy sym bol cyfrowy 
w skazuje in d yw idua lny  n um er 
identyfikacyjny izoenzym u w obrę 
bie podrodziny .

Nie ma ham ow ania  „kom pe
tencyjnego" [9], Proces, o k tórym  
m ow a w cy tow anym  artykule  jest 
ham ow aniem  kompetycyjnym. Ta
bela 1 w artykule  [9] p rzedstaw ia  
skład procentow y całych ziaren 
zbóż. Sum a zaw artości w ym ien io 
nych tam  sk ładników  w ynosi 130,6 
%. A w ydaw ałoby  się, że pow inna 
wynosić 100%.

Przedrostek  „extra" w  łacinie i 
języku angielskim  oznacza „poza", 
np. extravascularis, extravascular 
(pozanaczyniow y), extraperitonealis, 
extraperitoneal (pozaotrzew now y), 
extrauterinas, extrauterinal (poza
maciczny). To łaciński i angielski 
p rzedrostek  „inter" odpo w iad a  po l
skiem u przedrostkow i „m iędzy", 
np. intercellularis, intercellular (mię
dzykom órkow y). Dlatego extracellu
lar matrix jest m acierzą pozakomór- 
kową, a nie „międzykomórkową"
[2], Ta ostatnia, gdyby istniała, no 
siłaby nazw y, łacińską i angielską, 
odpow iedn io  matrix intercellularis i 
intercellular matrix.

Reszty tyrozyny — to reszty  ty- 
rozylow e, a reszty leucyny, to resz 
ty leucylowe, przez analogię do 
innych reszt kw asow ych: formy- 
lowych, acetylowych, p ropionylo- 
wych, butyry low ych, etc. Terminy: 
„reszta „tyrozynowa", „reszta leu- 
cynowa" , „reszta serynowa" [2] są 
n iepopraw ne. M ożna je zaakcep to 
wać w wersji rzeczownikowej: np. 
reszta tyrozyny, reszta leucyny, 
reszta seryny.

Nie istnieje „syn te taza  tlenku 
azo tu" [2], Nitric oxide synthase jest 
syntazą. Syntazy i syn te tazy  to z u 
pełnie różne enzym y, należą do 
różnych klas, odpo w ied n io  do 4-ej 
i 6-ej.

Nie m a „d ru g o rzęd o w y ch  p rze 
kaźników  informacji" [2], są na to 
m iast w tórne  p rzekaźn ik i (secondary 
messengers). Term iny te funkcjonują 
w  polskiej term inologii biochem icz
nej co najmniej od początku  lat 70- 
tych ubiegłego w ieku. W ielki Słow 
nik Angielsko-Polski p rzypisu je  a n 
gielskim  term inom  second i seconda
ry szereg polskich odpow iedn ików . 
Nie m a w śród  nich term inu: „dru- 
gorzędow y". O kreślenie to o zna 
cza coś zupełn ie  innego. W chemii 
i biochemii jest za rezerw ow ane  dla 
określenia s tru k tu ry  przestrzennej: 
amin, alkoholi, kw asów  n u k le ino 
w ych i białek.

PI-3K (phosphoinositide-3 kinase 
inaczej phosphatidylinositol-3-kinase) 
nie jest k inazą 3-fosfatydyloino- 
zytolu  [2,6], bo nie fosforyluje 3- 
fosfatydyloinozytolu . Z resztą  taki 
zw iązek w ogóle nie istnieje. Nie 
jest też k inazą 3-fosfo-fosfatydylo- 
inozytolu  [5]. Jest po p rostu  3-kina- 
zą fosfatydylo inozyto lu  lub fosfaty- 
dyloinozytolo-3-kinazą. Fosforyluje 
g rupę  -OH w pozycji 3 pierścienia 
inozytolu  zaw artego  w fosfa tydy 
loinozytolu. Tej popraw nej nazw y 
używ a A utorka innej pracy o p u 
blikowanej w Postępach  Biochemii

[7]-

Z całą pew nością  nie zachodzi 
„m utacja am inokw asów " [2]. To nie 
am inokw asy , lecz DNA (u n iek tó 
rych w irusów  RNA) ulega mutacji.

A m inoheksozy, to odpow iednio : 
g lukozoam ina, ga lak tozoam ina i 
m annozoam ina, a nie „glukozam i- 
na", „galak tozam ina" czy „m anno- 
zam ina" [3], Nie ma „heksozam in", 
są heksozoam iny.

Nie jest p raw dą , że w  skład czą
steczki o w om uko idu  „w chodzą 
trzy łańcuchy po lipep tydow e  u łożo 
ne liniowo i połączone w iązaniam i 
p ep tydow ym i" [4], Jeżeli trzy łań 
cuchy p o lipep tydow e są u łożone li
niow o i połączone w iązaniam i pep-

tydow ym i, to są jednym  łańcuchem  
po lipep tydow ym . Tak też w ynika z 
ryciny 1, zaw artej w cytowanej p ra 
cy. O w om uko id  jest po lipep tydem  
jednołańcuchow ym , z łożonym  ze 
186 reszt am inokw asow ych. Bar
dzo jestem ciekaw, na czym polega 
„redukcja w olnych  g rup  am ino 
w ych w ow om ukoidzie" [4]? Co 
jest p ro d u k tem  tej reakcji? Przecież 
azot w ystępujący  w  tej g rup ie  jest 
m aksym aln ie  z redukow any . G rupa  
am inow a nie m oże się redukow ać, 
m oże się jedynie  utleniać. Co to są 
„izom eryczne łańcuchy inh ib ito 
rów " w chodzące  w skład o w o m u 
koidu  [4]? To dziw na form a izo
merii. Każdy z trzech „izom erów " 
ma inny skład  am inokw asow y. Na 
czym  wiec polega ta izomeria? Co 
to znaczy „nonkow alen tny  p ó łp ro 
d uk t"  [4]? Co to jest „de te rm inan t 
an tygeniczny" [4]? D om yślam  się, 
że chodzi o de te rm inan tę  an tygeno 
wą? D eterm inanta  jest rzeczow ni
kiem  rodzaju  żeńskiego i wcale nie 
jest „an tygeniczna", lecz an tygeno 
wa. B ezsensow nym  jest tw ie rd ze 
nie, że „pom iędzy  alergenam i jaj 
różnych g a tunków  p taków  istnieje 
reakcja k rzyżow a" [4]. Reakcje nie 
istnieją, lecz zachodzą, lub przeb ie 
gają. C iekaw jestem  w jaki sposób  
alergen jaja przep ió rk i japońskiej 
reaguje z a lergenem  jaja s trusia  
afrykańskiego? Przecież an ty g e 
ny (w śród nich alergeny) reagują 
krzyżow o nie pom iędzy  sobą, lecz 
z przeciw ciałam i. Co to jest „inak- 
tywacja ak tyw ności" [4]?

Z lek tury  artyku łu  [4] d o w ie 
działem  się, o możliwości „m echa
nicznego usunięcia  ow om ukoidu  z 
białka". Czy w  ogóle m ożna usunąć  
m echanicznie jakiekolwiek b ia ł
ko z białka, czy z jakiegokolw iek 
m ateria łu  biologicznego? Byłby to 
now y, n ieznany  do tąd  sposób izo 
lacji białka. Szkoda, że A utorki 
nie wyjaśniły  na czym  to polega. 
N iezw ykle „ciekaw a" jest tabela 1 
w cytowanej pracy [4]. Jak w y n i
ka z legendy m a ona w skazyw ać 
„um iejscow ienie centrów  a k ty w 
nych w trzech dom enach  ow om u- 
koidów  w ybranych  ga tunków  p ta 
ków ", ale ich nie wskazuje. Zam iast 
3 dom en  A utork i przedstaw iają  7 
nieobjaśnionych symboli: P., P 2, P , 
P,', P ' , , P '3 i P ' . W brew  informacji 
zaw artej w legendzie  nie w skazują
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„um iejscow ienia centrów  ak tyw 
nych". Przedstaw iają  jedynie (nie 
w iadom o po co) trzy lite row e sym 
bole n iek tórych  am inokw asów . A 
przecież cząsteczka ow om uko idu  
zaw iera  wiele reszt Cys, Thr, Leu, 
etc. Które z nich tw orzą  „centra 
ak tyw ne"?  Równie „ciekaw a" jest 
tabela 2 w  tym  sam ym  artykule  [4]. 
P rzedstaw ia  ona m iędzy innym i 
„chem iczną charak terystykę  ow o 
m uko idu" . D ziw na to charak te ry 
styka. Pokazuje zaw artość różnych 
sk ładn ików  w 1 m olu ow om uko 
idu. Są tam  w ym ienione m iędzy in 
nym i heksoza, „m annow a" (p raw 
dopodobn ie  chodzi o m annozę), 
galak toza i g lukozam ina, „reszta 
acetylow i", ty rozyna oraz trypto- 
fan, k tórego nie ma. A przecież nie 
istnieje cukier o nazw ie  „heksoza". 
Tym term inem  określa się w szyst
kie cukry  sześciowęglowe. G alak 
toza, m annoza  i g lukozoam ina są 
w łaśnie  heksozam i. Dlaczego więc 
sum a ich zaw artości jest w ie lokro t
nością ilości heksoz w ym ienionych  
w tabeli?

O drębną  pozycję stanow ią zw iąz 
ki azo tow e w ystępujące w ow om u- 
koidzie. Ich zaw artość w ynosi 22 
mole na mol ow om ukoidu . A jakież 
to „zw iązki azotow e" może zaw ie 
rać ow om ukoid?  Jest on białkiem, 
a każdy  z am inokw asów  w nim  
zaw artych  jest „zw iązkiem  azoto 
w ym ". 1 mol o w om uko idu  zaw iera  
186 m oli am inokw asów , czyli nie 
mniej niż  186 moli zw iązków  azoto 
wych. A przecież g lukozoam ina za 
w arta  w  tej glikoprotein ie  jest także 
zw iązk iem  azotow ym . Skąd więc 
wzięła się wartość: „22 mole zw iąz 
ków azo tow ych  na mol ow om uko 
idu"? Stw ierdzenie , że „w skład 
trzeciego z hom ologów  ow o m u 
koidu" jaja gęsi dom ow ej w chodzi 
51 resz t am inokw asow ych" [4] jest 
pozbaw ione  jakiegokolw iek sensu. 
Z całą pew nością  „trzecia dom ena 
ow om u k o id u "  [4] nie jest „trzecim  
hom ologiem " tego białka [4],

Nie m a cząsteczek „niskich" ani 
„w ysokich", d latego nie może być 
zw iązków  „niskocząsteczkow ych"
[4] ani „w ysokocząsteczkow ych
[2]". Są natom iast cząsteczki małe 
(drobne) lub wielkie, stąd  zasad n y 
mi są te rm iny  „m ałocząsteczkow y", 
„drobnocząsteczkow y" lub „w iel

kocząsteczkow y". Anglojęzyczne 
term iny: „Iow" i „high" nie są by 
najmniej p rostym i o d p o w ied n ik a 
mi naszych przym iotn ików : niski i 
w ysoki. Przecież człowieka niskie 
go w zrostu  nie określam y term inem  
„Iow", lecz „short", a w ysokiego nie 
określam y p rzym iotn ik iem  „high" 
lecz „tali". Czy jakiekolw iek biał
ko m oże być „niskocząsteczkowe"
[8]? Przecież białko jest typow ym , 
p odręczn ikow ym  przyk ładem  sub 
stancji w ielkocząsteczkowej. P rze 
cież różni się od podobnie  zb u d o 
w anych  pep ty d ó w  w łaśnie w ysoką  
m asą cząsteczkową.

Co to są „tłuszcze całkow ite" lub 
„błonnik  całkow ity" [9]? Czy ist
nieją tłuszcze „niecałkow ite" (np. 
„półtłuszcze")?  Angielski term in 
„total" ma szereg znaczeń. Total 
lipids oznacza całkow itą (ogólną, 
sum aryczną) ilość tłuszczów , a nie 
„ tłuszcze całkowite".

Receptor pu rynoerg iczny  P2Y12 
nie jest „ tarczą" [2] lecz „celem" dla 
leków przec iw zakrzepow ych  (vide 
J. S tanisław ski, Wielki Słownik 
Angielsko-Polski). Jest miejscem, 
p op rzez  które lek odnajduje  ko 
m órkę docelow ą (target cell). G dyby 
recep to r był „ tarczą", nie w iązałby 
leku, lecz (jak na tarczę przystało) 
chroniłby kom órkę p rzed  jego w ią 
zaniem .

Gorąco zapew niam , że nie ma 
choroby zwanej „a rtre tyzm em " [7], 
Nie m ożna m ówić o „tkance łącznej 
i kostnej" [7], To tak, jakby ktoś opo 
w iada ł o zw ierzętach  i w ielbłądach. 
P rzecież w ielbłąd  to też zw ierzę, a 
kość to także tkanka łączna.

W ydaw ałoby się, że nazew nic 
tw o horm onów , przynajm niej tych 
znanych  od dziesięcioleci, to sp ra 
w a oczyw ista  i już zam knięta. A 
jednak  nie. Pojawił się neologizm  
i to zupełn ie  bezzasadny. FSH (fol
licle-stimulating hormone) — nie jest 
„ho rm onem  fo liku larnym " [7], lecz 
(jak w skazuje  jego anglojęzyczna 
nazw a) jest ho rm onem  p o b u d za 
jącym pęcherzyki (Graafa), lub jak 
zaleca Wielki Słow nik M edyczny 
PAN-PZW L W arszaw a 1996, h o r
m onem  foliku lo tropow ym .

Gorąco apeluję o zw iększenie 

n adzo ru  redakcyjnego nad  P ostępa 

mi Biochemii. Wyżej opisane „w y 

padk i p rzy  pracy" nie pow inny  się 

pow tarzać.

Z wyrazami szacunku,

Edward Bańkowski

Zakład Biochemii Lekarskiej 

Uniw ersytet M edyczny w  Białymstoku 

ul. Mickiewicza 2c, 15-089 Białystok

Białystok, 24 września 2008 r.
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STRESZCZENIE

Geny reporterowe są z w y k le  u żyw an e  do m onitorow ania  zm ian  w ydajności transkrypcji, 
które m ogą zachodzić bardzo szybko , w  o d p o w ied z i na specyficzne reakcje w ew nątrz  

kom órki. Poniżej p rzed staw ion o  p odstaw y dotyczące oznaczeń  z w yk orzystan iem  biolum i-  
nescencyjnych  system ów  g e n ó w  reporterowych oraz ich zastosow ań  w  badaniach nau k o 
w ych.

WPROWADZENIE

Bioluminescencja jest specyficzną formą chemiluminescencji, zachodzącą w  
organizmach żywych. Ten rodzaj chemiluminescencji jest procesem katalizowa
nym  przez enzymy, w którym wysoka efektywność emisji fotonu została osią
gnięta na drodze naturalnej ewolucji. Enzymy odpowiedzialne za ten proces 
nazywane są lucyferazami, a zdolne do emisji fotonów substraty lucyfery nami. 
Systemy oznaczeń, wykorzystujące bioluminescencyjne właściwości chemiczne 
różnych związków, powstały z różnych, niezależnych źródeł i składa się na nie 
wiele charakterystycznych cząsteczek. Pośród wielu naturalnych form, do w y
konywania oznaczeń z wykorzystaniem systemów genów reporterowych, dwie 
używane są powszechnie: lucyferaza ze świetlików i lucyferaza z renilli [1],

Geny reporterowe są szeroko wykorzystywane w badaniach farmakologicz
nych, biomedycznych, w  biologii molekularnej oraz biochemii, jako wskaźniki 
ekspresji genów oraz reakcji wewnątrzkomórkowych z nią powiązanych. Zw y
kle gen reporterowy jest klonowany wraz z badaną sekwencją DNA w wektor 
ekspresyjny, którym następnie transfekowana jest wybrana komórka. Po trans- 
fekcji, komórki bada się na obecność genu reporterowego poprzez bezpośredni 
pomiar obecności p roduktu  — białka reporterowego lub też pośrednio, poprzez 
oznaczenie aktywności enzymatycznej tego białka. Dobrej jakości gen reportero
wy jest łatwy do identyfikacji i oznaczeń ilościowych, jeśli tylko ulega ekspresji 
w badanym organizmie lub komórkach.

Na użytek laboratoriów opracowano cały szereg technologii reporterowych. 
Oznaczenia wykorzystujące jako reporter lucyferazę odznaczają się nieporów 
nywalną z innymi metodami czułością, zakresem dynamicznym, wszechstron
nością i łatwością użycia. Większość technologii wykorzystujących systemy 
genów reporterowych zostało opracowanych przez firmę Promesa. Poniższy 
artykuł będzie więc koncentrował się na dwóch z nich, w których zastosowanie 
znalazła lucyferaza ze świetlika lub renilli, oraz na rozwoju technologii rekombi- 
nowanych białek i ich zastosowań w oznaczeniach z wykorzystaniem systemów 
podwójnych genów reporterowych. Omówione także zostaną czynniki mające 
wpływ na dobór odpowiedniego dla danego reportera wektora ekspresyjnego, 
a także korzyści płynące z wykorzystania zjawiska bioluminescencji oraz inne 
zastosowania reporterów lucyferazowych.

PRZEWAGA BIOLUMINESCENCJI

Bioluminescencyjne oznaczenia genów reporterowych mają znaczną przew a
gę nad oznaczeniami fluorescencyjnymi, np. wykorzystującymi zielone białko 
fluorescencyjne (GFP), ponieważ dzięki ich zastosowaniu osiąga się od 10 do 
1000 razy wyższą czułość. Tak zwiększona czułość może znacząco poprawić 
jakość wykonywanych analiz, szczególnie jeśli oznaczenia wykonywane są na 
złożonych próbkach biologicznych [2]. Przyczyna takiego stanu rzeczy staje się 
jasna, kiedy prześledzi się mechanizmy produkcji światła poprzez fluorescencję 
i luminescencję. W wyniku obydwóch procesów wytwarzane są fotony, w kon
sekwencji przechodzenia elektronów z orbitali molekularnych w stanie energe
tycznego wzbudzenia do stanu o niższej energii. Jednakże procesy te różnią się
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Rycina 1. Diagram reakcji katalizowanych przez lucyferazy: świetlika i Renilli z ich odpo 
w iednim i substratami, lucyferyną chrząszcza i koelenterazyną celem w ytw orzenia światła. 
P rzedrukow ane za zgodą Prom ega Corporation.

sposobem wywoływania stanu wzbudzenia elektronów. W 
luminescencji, stany wzbudzenia są produktem  egzoter
micznych reakcji chemicznych, podczas gdy w przypadku 
fluorescencji stany wzbudzenia powstają poprzez absorpcję 
światła. W analizie reporterów, bioluminescencja wykazuje 
przewagę nad fluorescencją, ponieważ do zaistnienia sta
nu wzbudzenia nie jest wymagane dostarczenie fotonów z 
zewnątrz. Dzięki temu, nie mogą one dokładać się do po
wstawania efektu świecenia tła, które ma miejsce podczas 
mierzenia wypływ u fotonów z wzbudzonej próbki, w cza
sie pomiarów fluorescencyjnych. W rezultacie możliwy jest 
niezwykle precyzyjny pomiar niewielkich zmian w emisji 
światła z próbek, zachowujący w oznaczeniach luminescen- 
cyjnych liniowość w zakresie od czterech do ośmiu rzędów 
wielkości.

REPORTERY LUCYFERAZOWE

Technologia reporterów lucyferazowych oparta jest na 
oddziaływaniach enzymu lucyferazy z luminescencyjnym 
substratem - lucyferyną, uwalniającą światło na drodze pro
cesu bioluminescencji. Bioluminescencja występuje natu 
ralnie u szeregu organizmów, jednakowoż, ze względu na 
osiąganą czułość oznaczeń, jak i wygodę stosowania oraz 
silne sprzężenie syntezy białka z aktywnością enzymu, naj
częściej wykorzystywanym do badań naukowych reporte
rem bioluminescencyjnym jest lucyferaza świetlika (Photi- 
nus pyralis). Ten monomeryczny enzym (61 kDa) katalizuje 
dwustopniową oksydację w celu wytworzenia światła, 
mieszczącego się zwykle w zakresie spektralnym od zieleni 
do żółci — 550-570 nm (Ryc. 1). W wyniku zmieszania z 
substratami, lucyferaza świetlika produkuje wstępny w y
rzut światła, który następnie ulega zanikowi, przez około 15 
sekund, osiągając po tym czasie niski poziom trwałej lumi
nescencji. Gen kodujący lucyferazę świetlika (luc) to cDNA 
i nie wymaga potranslacyjnych modyfikacji. Oznacza to, że 
jest on dostępny, jako enzym bezpośrednio po translacji z 
mRNA, co jest szczególnie ważne, jeśli wykorzystuje się gen 
reporterowy poza jego rodzimym środowiskiem.

Inną powszechnie używaną lucyferazą jest lucyferaza z 
renilli (Renilla reniformis), jamochłona (Coelenterata), odpo
wiadającego jasnozielonymi błyskami na stymulację doty
kową. Lucyferaza z renilli (36 kDa) jest monomerycznym

enzymem, katalizującym oksydację koelenterazyny, 
w wyniku której powstaje cząsteczka koelenterami- 
du i wydzielane jest niebieskie światło, o fali 480 nm 
(Ryc. 1). Tak jak lucyferaza świetlika, gen reportero
wy Renilla to cDNA nazywany Rluc, który nie w y
maga modyfikacji potranslacyjnej.

Poprzez wiązanie funkcjonalnych elementów re
gulatorowych z ekspresją genu lucyferazy, zazwy
czaj, poprzez umieszczenie ich „upstream" — w po
zycji poprzedzającej gen kodujący lucyferazę, reakcja 
wewnątrzkomórkowa może zostać wykryta przez 
pomiar sygnału luminescencyjnego. W ten sposób, 
sygnalizacja lub proces komórkowy może zostać 
poddany badaniom bez konieczności bezpośrednie
go oznaczania komórkowego produktu genu. Zwy
kle, geny reporterowe lokuje się „downstream" czyli 
w pozycji po sklonowanych elementach odpowiedzi. 
Transfekowane do komórki, w połączeniu z silniej

szymi promotorami, wywołują one zwiększoną syntezę luc 
mRNA, a w  następstwie produkcję zwiększonej ilości biał
ka. Intensywność światła wytwarzanego w obecności lucy- 
feryny umożliwia więc naukowcom określenie siły użytego 
w danym  systemie doświadczalnym promotora lub stwier
dzenie jak dany promotor odpow iada na poddawanie dzia
łaniu zewnętrznych czynników chemicznych.

LUCYFERAZY OPTYMALIZOWANE

Naturalne lucyferazy, takie jak lucyferaza ze świetlika i 
renilli, nie zawsze stanowią optymalne reportery genetycz
ne. W związku z tym, wzmocnione zostało działanie tych 
natywnych białek, poprzez: poprawienie ich zdolności do 
ekspresji w doświadczalnych systemach ssaczych, a tym 
samym redukcję ryzyka wystąpienia w nich ekspresji nie
typowej, w  niektórych przypadkach prowadzącej do ich 
destabilizacji. Aby wzmocnić ekspresję u ssaków, zopty
malizowano wykorzystanie kodonów w procesie translacji 
białek lucyferazy ze świetlika i Renilli. Dodatkowo, zmini
malizowano ilość występujących niewłaściwych lub nieza
mierzonych sekwencji regulatorowych transkrypcji, które 
mogłyby być użyte w komórkach ssaków. W rezultacie tych 
działań uzyskano rekombinowane reportery lucyferazowe, 
wykazujące znacznie wyższą ekspresję specyficzną w syste
mach ssaczych.

Prędkość, z jaką reporter genetyczny może odpowiedzieć 
na zmiany w natężeniu procesu transkrypcji skorelowana 
jest ze stabilnością samego reportera wewnątrz komórki. 
Wysoce stabilne reportery gromadzą się w komórkach w 
większej ilości, ale ich koncentracje zmieniają się powoli, 
w wyniku zmian zachodzących w procesie transkrypcji. 
I na odwrót, niższa stabilność reporterów powoduje ich 
mniejszą akumulację, ale znacznie przyspiesza tempo sa
mej odpowiedzi. Aby dostarczyć systemów reporterowych 
spełniających różne wymagania badawcze, stworzono ro
dziny genów lucyferazy mające różne stabilności wewnątrz 
komórki. Promega rozwinęła systemy destabilizowanych 
reporterów lucyferazowych, poprzez fuzję genetyczną se
kwencji degradacji białka z genami lucyferazy [3] w w ek
torze ekspresyjnym. Dzięki zwiększeniu tempa ich degra
dacji, destabilizowane reportery odpowiadają szybciej i czę
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sto wykazują większy zakres odpowiedzi na nagłe reakcje 
transkrypcji.

OZNACZENIA Z WYKORZYSTANIEM SYSTEMÓW 
PODWÓJNYCH GENÓW REPORTEROWYCH (DLR)

W tradycyjnych oznaczeniach wykorzystujących sys
temy genów reporterowych używ a się pojedynczego 
reportera, celem monitorowania badanej aktywności 
transkrypcyjnej. Ograniczeniem tej metody jest fakt, że w 
niektórych w arunkach doświadczalnych mogą wystąpić 
zmiany luminescencji pow odow ane czynnikami poza kon
trolą transkrypcyjną podlegającą badaniu. Na przykład, 
w trakcie szybkich badań ekspresji genu reporterowego, 
mogą pojawić się w  nich niezgodności typu „well-to-well", 
pow odow ane zmienną wydajnością procesu transfekcji 
pomiędzy badanym i próbkami. Pojawia się także inna 
kwestia, kiedy w w yniku doświadczalnego zadziałania na 
komórki zewnętrznym i czynnikami, obniżona zostaje ich 
żywotność, co prow adzi do nietranskrypcyjnej redukcji w 
sygnale lucyferazy.

Termin „podwójny reporter" (dual reporter) odnosi się 
do symultanicznej ekspresji i pom iaru aktywności dwóch 
indywidualnych enzym ów reporterowych w pojedynczym 
systemie. W normalnych w arunkach, badany reporter jest 
skorelowany jedynie z efektem specyficznych w arunków  
doświadczenia, natomiast aktywność kotransfekowanego, 
drugiego reportera dostarcza wewnętrznej kontroli służą
cej do wyznaczenia punktu  początkowego odpowiedzi. 
Normalizacja aktywności reportera doświadczalnego do 
poziomu kontroli wewnętrznej, minimalizuje zmienność 
pow odow aną różnicami w żywotności komórek lub w 
efektywności transfekcji. Inne źródła zmienności, takie 
jak: rozbieżność w pipetowanych objętościach, różnice w 
wydajności lizy komórkowej oraz efektywności oznaczeń, 
mogą także zostać wyeliminowane. Dlatego też, oznacze
nia wykorzystujące systemy podwójnych genów reporte
rowych, często pozwalają na dokonanie bardziej w iary
godnej interpretacji danych doświadczalnych. Lucyferazy 
ze świetlika i Renilli, z pow odu ich różnego pochodzenia 
ewolucyjnego, posiadają odm ienne struktury  enzym atycz
ne, a co za tym idzie — wym agania substratowe. Różnice 
te umożliwiają wybiórczo różnicowanie ich biolumine- 
scencyjnych reakcji, w pojedynczej próbie, bez konieczno
ści dzielenia lizatu.

Oznaczenia DLR składają się z: genu lucyferazy świetli
ka, umieszczonego poniżej badanego elementu odpowie
dzi; drugiego reportera, lucyferazy renilli -  kontrolowane
go przez promotor genu „housekeeping" lub przez promotor 
pochodzenia wirusowego, zaprojektowany tak, by zacho
wywał aktywność we wszelkich możliwych warunkach; 
oraz odczynników detekcyjnych, które mogą mierzyć se
kwencyjnie aktywność lucyferazy. Dwa przykłady takich 
odczynników, które wprowadzają świetlikowy substrat 
- lucyferynę, wygaszają jej sygnał, a po dodaniu drugiego 
substratu renilli -  koelentrazyny stanowią funkcjonalną 
całość, to Dual-Luciferase® Reporter (DLR™) Assay i Dual- 
Glo® Assay (Ryc. 2). Toksyczność komórki i zmienność w 
wydajności transfekcji mogą być normalizowane poprzez 
sporządzenie wykresu wzbudzenia lucyferazy ze świetlika

w stosunku zależnym od odczytu w zbudzenia lucyferazy 
z renilli.

DOBÓR WEKTORA DO REPORTERA

Punkt początkowy każdego oznaczenia wykorzystują
cego systemy reporterowe stanowi dobór właściwego w ek
tora, będącego czynnikiem krytycznym dla prawidłowego, 
całościowego przebiegu badania. Cała paleta wektorów dla 
reportera lucyferazy istnieje z pow odu tego, że każdy z nich 
spraw dza się lepiej w innym systemie biologicznym. Wybór 
wektora musi zależeć od w arunków  doświadczenia. Czy w 
przebiegu doświadczenia zamierza się badać elementy od 
powiedzi takie, jak CRE, nowo odkryty wzmacniacz, nowo 
zdefiniowany promotor lub szlak sygnałowy? Czy badanie 
wymagać będzie stabilnej, czy krótkotrwałej transfekcji? Czy 
dokonywany będzie pomiar punktu końcowego, czy sygnał 
będzie monitorowany w sposób ciągły? Czy oznaczenie z 
wykorzystaniem jedynie reportera lucyferazy da wystar
czającą ilość informacji, czy próba „dual-reporter" będzie 
bardziej właściwa? Czy potrzebny będzie bardziej wrażli
wy gen reporterowy do przestudiowania nagłych zdarzeń 
transkrypcyjnych, czy raczej zajdzie potrzeba wygenerowa
nia najsilniejszego możliwego sygnału luminescencyjnego? 
Zrozumienie tego, czego oczekuje się po badaniu i w jaki 
sposób powinny zostać zmierzone jego rezultaty pomaga
określić, które wektory -------------------------------------------
są najwłaściwsze w da 
nym przypadku.

Z tych powodów, fir
ma Promega dysponuje 
szerokim wachlarzem 
wektorów do lucyferaz 
ze świetlika i renillli. W 
rzeczywistości, wektory 
z rodziny pGL4 Lucifera- 
se Reporter Vectors ucie
leśniają w sobie szereg 
postępowych osiągnięć 
w dziedzinie technologii 
genów reporterowych, 
włączając w to: optym a
lizację kodonów genu 
reporterowego służą
cą wzmocnieniu jego 
ekspresji w  komórkach 
ssaków, inkluzję genów 
reporterowych, które od 
powiadają natychmiast 
na dynamikę procesu 
transkrypcji, w budow a
nie ssaczych markerów 
selekcyjnych, ułatwiają
cych stabilne tworzenie 
linii komórkowych [4-6], 
Poprzez wybór właści
wego wektora pGL4 dla 
wybranego systemu eks
perymentalnego, w  po
łączeniu z użyciem Lu- 
ciferase Assay Systems

Rycina 2. Schem at protokołu DLR™. 
P rzedrukow ane za zgodą Prom ega Cor
poration.
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Rycina 3. Oznaczenia z w ykorzystaniem  genów  reporterow ych są proste do  zaprojektow ania i łatwe do przeprow a 
dzenia. Przedrukow ane  za zgodą Prom ega Corporation.

firmy Promega, można wykonać bardzo czułe oznaczenia, 
umożliwiające precyzyjne badanie mechanizmów regula
cyjnych i aktywności białek lub też całego szlaku sygnaliza
cji wewnątrz komórek lub w ich lizacie.

ZASTOSOWANIA REPORTERÓW 
BIOLUMINESCENCYJNYCH

Powszechnie, konfigurowanie genu reporterowego wią
że się z wstawieniem genu reporterowego poniżej elementu 
p rom otor/odpow iedź  w ssaczym wektorze ekspresyjnym,

a następnie transfekowanie nim 
komórek hodowlanych. Po ob
róbce transfekowanych komórek, 
efekt biologicznej stymulacji może 
zostać zmierzony poprzez określe
nie ilości aktywnej lucyferazy, któ
ra uległa ekspresji (Ryc. 3). Z szer
szym aspektem ekspresji genów 
wiąże się znacznie więcej niż tylko 
sama transkrypcja, a systemy ge
nów reporterowych mogą być w y
korzystywane do badania szeregu 
innych zdarzeń komórkowych 
[7,8], Rycina 4 przedstawia wiele 
możliwości zastosowania ich w ba
daniach, do których doskonale na
dają się proste oznaczenia genów 
reporterowych typu „dodaj-wy- 

mieszaj-zmierz" (ang. add-mix-measure), takich jak badania 
nad zrozumieniem struktury promotorów, mechanizmami 
aktywacji/wiązania receptorów powierzchniowych (np. 
GPCRs), monitorowaniem różnicowania się komórek m a
cierzystych, analizą struktury czynników transkrypcyjnych, 
obserwacją infekcji wirusowych i mechanizmami aktywacji 
receptorów jądrowych.
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ABSTRACT

Reporter g en es  typically  are used  to m onitor changes in  transcriptional rate, w h ich  can vary qu ick ly  in response  to a specific cellular event. 
Here w e  g ive  background on b io lum inescent reporters and assays and their uses in  research.
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STRESZCZENIE

W iatach sześćdziesiątych ubiegłego stulecia James Watson postulował mechanizm  
biosyntezy polipeptydu oparty na istnieniu dwóch rybosomalnych miejsc wiążą

cych tRNA: P, dla peptydylo-tRNA przed utworzeniem wiązania peptydowego, oraz A, dla 
aminoacylo-tRNA, gdzie zachodzi odszyfrowanie informacji genetycznej zakodowanej w  
mRNA. Dwadzieścia lat później odkryto miejsce E, które jest specyficzne dla deacylowanej 
cząsteczki tRNA. Jednakże pomimo istnienia trzech miejsc wiązania, w  rybosomie jedno
cześnie znajdują się maksymalnie dwie cząsteczki tRNA: w miejscach A i P przed translo- 
kacją (stan PRE) lub w miejscach P i E po translokacji (stan POST). Występowanie dwóch 
cząsteczek tRNA w stanie POST było intensywnie badane w ciągu ostatnich 25 lat. Wykaza
no, że obecność cząsteczki tRNA w miejscu E chroni system przed przyłączaniem błędnych  
aminokwasów do tworzonych w rybosomie polipeptydów oraz przed utratą ramki odczytu. 
Innymi słowy, rybosomalne miejsce E jest istotnym czynnikiem kontrolnym poprawności 
biosyntezy białek w  komórkach.

WPROWADZENIE

Rybosom jest kompleksem rybonukleoproteinowym o ciężarze cząsteczko
wym  3-4 miliony daltonów, którego podstawową funkcją jest synteza łańcucha 
polipeptydowego. Badania nad tym makrokompleksem trwają już wiele lat i 
dotyczą różnych zagadnień, przede wszystkim zależności między strukturą i 
funkcją (patrz prace cytowane w: [1-3]). Proces biosyntezy polipeptydu charak
teryzuje bardzo wysoka efektywność, którą najlepiej opisują dwa parametry: 
liczba błędów (10 4) oraz szybkość syntezy polipeptydu (102 aminokwasów na 
minutę dla rybosomu prokariotycznego).

Proponowano wiele modeli przewidujących lokalizację cząsteczek tRNA w 
rybosomie. W latach sześćdziesiątych James Watson postulował mechanizm 
biosyntezy polipeptydu oparty na istnieniu dwóch miejsc wiązania tRNA: miej
sca P, dla peptydylo-tRNA (ang. P-site), i miejsca A, dla aminoacylo-tRNA (ang. 
A-site). Ten klasyczny model dwumiejscowy przewidywał, że rybosom w stanie 
przed translokacją (stan PRE) zawiera dwie cząsteczki aminoacylo-tRNA (AA- 
tRNA) w miejscach A i P, a w  stanie po translokacji (stan POST) — tylko jedną 
cząsteczkę peptydylo-tRNA (P-tRNA) w miejscu P [4,5], Model rybosomu, który 
wiązałby jednocześnie trzy cząsteczki tRNA zaproponowali po raz pierwszy w 
1968 roku Anne-Lise Haenni i Jean Lucas-Lenard [6], a następnie Stanislav Ki
rillov w 1978 roku [7], jednak bez wyjaśnienia lokalizacji tRNA w rybosomie. W 
latach osiemdziesiątych zaproponowano istnienie trzeciego, oprócz miejsc A i P, 
rybosomalnego miejsca E (ang. exit site) [8-10], jednakże te trzy miejsca są zdolne 
do jednoczesnego wiązania tylko dwóch cząsteczek tRNA.

Podczas cyklu elongacji w procesie biosyntezy białka, cząsteczki tRNA suk
cesywnie zajmują poszczególne miejsca w rybosomie. Najpierw zajmują miejsce 
A, jako AA-tRNA, następnie, po utworzeniu wiązania peptydowego, ulegają 
translokacji do miejsca P, jako P-tRNA, aby w końcu zająć miejsce E, jako de- 
acylowane tRNA przed opuszczeniem rybosomu. Rybosomalne miejsca A i P są 
dobrze scharakteryzowane, natomiast znacznie mniej wiadomo na temat loka
lizacji, charakterystyki i funkcji miejsca E. Uważa się, że rybosomalne miejsce E 
może odgrywać niezwykle istotną rolę w  procesie translacji. Wiązanie cząsteczki 
tRNA w miejscu E przed jej uwolnieniem z rybosomu może wpływać stymulują- 
co na translokację [11,12] lu b /i  regulować dokładność biosyntezy białka [13].

Nieprawidłowości w procesie biosyntezy polipeptydów w rybosomach w yni
kają z błędnej selekcji AA-tRNA w miejscu A, a w  konsekwencji z przyłączenia 
nieprawidłowej reszty aminokwasowej do tworzonego łańcucha polipeptydo
wego lub przesunięcia ramki odczytu (ang .frameshifting). Wierność przepisywa
nia informacji genetycznej zawartej w mRNA na odpowiednią sekwencję ami
nokwasów jest niezwykle istotna dla prawidłowego funkcjonowania komórki.
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Zmiana jednego nukleotydu w kodonie mRNA (lub błęd
ne odczytanie) może skutkować przedwczesną terminacją 
translacji (gdy kodon sensowny jest odczytywany jako ko- 
don STOP lub gdy ma miejsce przesunięcie ramki odczytu) 
lub utworzeniem zmodyfikowanego polipeptydu (gdy włą
czony zostanie nieprawidłowy aminokwas lub przesunięta 
zostanie ramka odczytu). Wiele badań wskazuje na zasad
niczą rolę miejsca E w kontroli procesu powstającego w ry- 
bosomie polipeptydu.

Koncepcje zależności struktury i funkcji rybosomu (allo- 
sterii czy też bardziej aktualnego modelu alfa-epsilon, nie
zwykle zresztą zbieżnego z modelem hybrydow ym  w ydłu 
żania polipeptydu), jak i mechanizm regulatorowy miejsca 
E są nadal w trakcie badań, jak również są przedmiotem 
licznych dyskusji, a przez niektórych badaczy są nawet 
kwestionowane. Natomiast nie ulega wątpliwości jak pod
stawowe znaczenie ma proces wydłużania łańcucha pep- 
tydowego, zachodzący w rybosomie zarówno w zakresie 
badań podstawowych, jak i w potencjalnym wykorzystaniu 
do preparatywnej biosyntezy białka w układzie wolnoko- 
mórkowym. Naszą intencją jest prezentacja funkcji ryboso- 
malnego miejsca E w kontekście wcześniejszych publikacji 
omawiających proces biosyntezy polipeptydu w rybosomie 
[1,3]. Przedstawione w  tym tekście wyniki i analizy związa
ne są wyłącznie z rolą miejsca E, które dla wielu ekspertów 
nadal są dyskusyjne; bardzo prawdopodobne, że w  bliskiej 
przyszłości poznamy nowe dane, które po raz kolejny zmie
nią nasze poglądy. W tej dziedzinie już wielokrotnie w yda
wało nam się, że wiemy „wszystko"; tym bardziej koniecz
na jest popularyzacja i krytyczna analiza tych zagadnień.

BŁĘDY W ODSZYFROWYWANIU 
INFORMACJI GENETYCZNEJ

UWOLNIENIE NIEPEŁNEJ DŁUGOŚCI PEPTYDU

W rzadkich przypadkach kodon STOP może zostać po
minięty przez kompleks aminoacylo-tRNA/EF-Tu/GTP, co 
prowadzi do utworzenia wydłużonego produktu. Jednakże 
w większości przypadków  błędy procesywności (ang. pro- 
cessivity errors) prow adzą do przedwczesnego uwolnienia 
nieprawidłowego peptydylo-tRNA. Częstość z jaką to za
chodzi została oszacowana na 4 uwolnienia zbyt krótkiego 
peptydu na 10000 w prowadzonych aminokwasów. Uwol
niony tRNA, niosący nieprawidłowy peptyd, może prze
szkadzać w komórce, gdyż wiązanie estrowe, które wiąże 
resztę peptydylową z cząsteczką tRNA jest bardziej stabil
ne niż wiązanie estrowe w aminoacylo-tRNA. W konse
kwencji, rozpoznawane jako nieprawidłowe, P-tRNA będą 
kumulowane w komórce i odizolowywane od maszynerii 
translacyjnej, ograniczając biosyntezę białka. Aby temu za
pobiec, enzym cytoplazmatyczny — hydrolaza peptydylo- 
tRNA — przecina wiązanie estrowe wolnego P-tRNA, tym 
samym uwalniając cząsteczkę tRNA [14]. W badaniach nad 
białkiem o długości ponad 1000 aminokwasów (P-galakto- 
zydaza), frakcję rybosomów, które nie zakończyły syntezy, 
oszacowano na 20%. Efekt ten był spow odowany zarówno 
przedwczesnym  uwolnieniem peptydu, jak i skróconym 
mRNA, powstałym w wyniku nieprawidłowej transkryp
cji genu lacZ [15]. Stwierdzono, że prawdopodobieństwo 
przedwczesnego uwolnienia peptydu jest zróżnicowane w 
zależności od kodonu, zależy także od w pływ u sąsiadują
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cych kodonów i zachodzi częściej w przypadku krótkich 
peptydylo-tRNA.

Wpływ tego rodzaju błędów na bilans energetyczny jest 
znacznie większy niż w przypadku błędów zmiany sensu 
— głównej przyczyny nieprawidłowości w procesie deko
dowania mRNA. Strata energii spowodowana błędami pro
cesywności jest szacowana na 3% całkowitego obrotu ener
gii szybko dzielących się komórek [16].

W przypadku cząsteczek mRNA, które nie są prawidłową 
matrycą do biosyntezy białka (jeśli np. brak kodonu STOP 
wprowadzającego prawidłową terminację), syntetyzujący 
rybosom może zostać zatrzymany (ang. stalled) na cząsteczce 
mRNA. Aby temu zapobiec, bakterie posiadają stabilną czą
steczkę RNA o długości około 350 nukleotydów, nazwaną 
10S RNA lub tmRNA (ang. transfer-messenger RNA). Funkcją 
tmRNA jest rozpoznanie transkryptu bez kodonu STOP w 
rybosomie, dokończenie syntezy wadliwego białka w proce
sie trans-translacji i przywrócenie rybosomom stanu aktyw
ności translacyjnej. tmRNA naznacza jednocześnie wadliwe 
mRNA i niekompletny polipeptyd do degradacji [17]. Końce 
5 i 3 tmRNA mogą utworzyć strukturę podobną do tRNA, 
zawierającą pętlę zamiast ramienia i pętli DHU cząsteczki 
tRNA oraz nie zawierającą antykodonu tRNA (wewnętrzne 
wypętlenie obserwowane w tmRNA E. coli, łączone przez 
niektórych badaczy z pętlą antykodonową tRNA nie jest za
chowane w ewolucji). Cząsteczka tmRNA niesie na 3' koń
cu aminokwas alaninę i wiąże się za pomocą EF-Tu/GTP i 
białka SmpB do rybosomalnego miejsca A [18]. Powstający 
w uwięzionym rybosomie peptyd zostaje przeniesiony z 
P-tRNA na resztę alaninową tmRNA (funkcja tRNA), a na
stępnie tmRNA przełącza swoją funkcję i działa jako matry
ca programująca dodanie kolejnych reszt aminokwasowych 
(10 w przypadku E. coli), jak i uporządkowaną terminację 
poprzez kodon STOP (funkcja mRNA). W związku z tym, 
funkcją tmRNA jest po pierwsze oznaczanie nieprawidło
wych peptydów przez dołączanie dodatkowej sekwencji 
na końcu C, co sprawia, że takie peptydy są przeznaczone 
do degradacji, a po drugie — uwalnianie uwięzionych ry
bosomów [17,19], Stwierdzono, że uwalnianie uwięzionych 
rybosomów nie zależy wyłącznie od obecności tmRNA; u 
bakterii E. coli mutanty bez tmRNA są nadal żywotne. Jed
nakże, u innych szczepów bakteryjnych, np. Bacillus subtilis, 
tmRNA jest niezbędny do życia komórki.

Istnieje kilka zjawisk mogących powodować błędy pro
cesywności translacji. Główną przyczyną ich występowa
nia jest prawdopodobnie zdarzenie zachodzące zaraz na 
początku syntezy białka, po zakotwiczeniu rosnącego łań
cucha peptydowego w tunelu rybosomalnym. Tunel wyj
ścia polipeptydu z rybosomu może zakotwiczyć sekwencję 
o długości ok. 30 aminokwasów, zanim rosnący łańcuch 
peptydowy pojawi się w cytosolu otaczającym rybosom. 
Antybiotyk, erytromycyna, prowokuje akumulację oligo- 
peptydylo-tRNA (zawierającego mniej niż osiem reszt ami- 
noacylowych) w cytosolu, poprzez blokowanie wejścia do 
tunelu [20], Innym mechanizmem jest błędne zatrzymanie, 
kiedy kodon sensowy jest nieprawidłowo rozpoznany przez 
czynnik uwalniający, prowadząc do terminacji syntezy biał
ka. Jednak fałszywy kodon STOP występuje dość rzadko, z 
częstotliwością około 1(T6.

355http://rcin.org.pl



BŁĘDY POWODUJĄCE ZMIANĘ ODCZYTU INFORMACJI

Substytucje zmiany sensu — prowadzące do wstawienia 
nieprawidłowego aminokwasu — występują z częstością 
3 x l 0 -4 [16], Trzeci nukleotyd kodonu jest najczęściej błęd
nie odczytywanym nukleotydem, a środkowy — niezwykle 
rzadko. Według pobieżnych obliczeń, tylko jeden na 400 
przypadków błędu zmiany sensu zakończy się utworze
niem nieaktywnego produktu [21]. Tak niewielkie znacze
nie błędnego wstawienia aminokwasu może być związane 
z selektywnością rybosomalnego procesu dekodowania 
lub też z organizacją słownika kodonów. Rybosom popeł
nia błąd raz na około 3000 reakcji selekcji [22], a w  przy
padku błędu rybosom wybiera AA-tRNA z antykodonem 
najbardziej podobnym  do właściwego. Można wyróżnić 
trzy klasy AA-tRNA: prawidłowy (ang. cognate), zbliżony 
do prawidłowego (ang. near-cognate) oraz nieprawidłowy 
(ang. non-cognate). Te klasy różnią się między sobą w yraź
nie zużyciem GTP: prawidłowy AA-tRNA zużywa jedną 
do dwóch cząsteczek GTP na jedno włączenie odpow ied
niego aminokwasu do łańcucha, zbliżony do prawidłowego 
— trzy do sześciu GTP, a nieprawidłowy nie zużywa GTP w 
ogóle, gdyż nie oddziałuje z miejscem A [23].

Słownik kodonowy jest zorganizowany według waż
nej, logicznej reguły, która przypisuje podobne kodony do 
chemicznie podobnych aminokwasów. Ma to ważne kon
sekwencje w tym, że rybosom będzie akceptował tylko 
aminokwas, który jest chemicznie podobny do właściwego, 
pasującego aminokwasu. Błędy w selekcji prowadzące do 
przyłączenia podobnego aminokwasu mają miejsce w przy
padku wszystkich aminokwasów z jednego „boksu rodzin
nego", np. istnieją cztery kodony GCN dla aminokwasu ala
niny (Ala) (Ryc. 1) i są one odczytywane przez cztery różne 
izoakceptorowe cząsteczki tRNA.

Na zredukowanie częstości występowania błędów 
zmiany sensu pozwala podstawowy proces dekodowania 
informacji genetycznej zakodowanej w mRNA, tj. korekta 
kinetyczna (ang. kinetic proofreading) [24,25], W procesie tym 
możemy wyodrębnić dwa zdarzenia narzucone przez EF- 
Tu [26]. Kompleks EF-Tu/GTP/AA-tRNA przyłącza się do 
rybosomalnego miejsca A, ale GTP nie jest hydrolizowane 
przez krótki czas. Prawidłowe i nieprawidłowe komplek-

Rycina 1. Słownik kodonów  w  postaci tzw. „słońca kodonow ego".

sy tRNA wiążą rybosom w procesie przebiegającym z taką 
samą kinetyką, ale prawidłowe kompleksy nie są usuwane 
z rybosomu, natomiast nieprawidłowe dysocjują szybciej 
niż EF-Tu hydrolizuje GTP. W związku z tym większość 
nieprawidłowych kompleksów jest odrzucana już na tym 
etapie. Po hydrolizie, EF-Tu/GDP nie oddysocjowuje z ry
bosomu przez krótki czas i po raz kolejny w tym  momencie 
nieprawidłowy kompleks, który nadal byłby związany z ry- 
bosomem, jest usuw any z rybosomu znacznie szybciej niż 
EF-Tu może oddysocjować od tRNA.

PRZESUNIĘCIE ORAZ UTRATA 
PRAWIDŁOWEJ RAMKI ODCZYTU

Przesunięcie ramki odczytu mRNA (ang. frameshifting) 
występuje dość rzadko, z częstością około 3 x 1(T5 na kodon

AUA

-T
CUG

X

Rycina 2. Przesunięcie ram ki odczytu o +1 podczas translacji mRNA RF2 (objaśnienia m echanizm u w tekście) [41].
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PRE POST
Rycina 3. Miejsca w iązania tRNA w rybosomie [54]. (A) Bakteryjny rybosom  zbudow any  jest z dw óch 
podjednostek: małej 30S (niebieski) i dużej 50S (pom arańczowy), na  k ażdą składają się: rybosom alne RNA 
(kolor jasny) i białka (kolor ciemny). tRNA w  rybosom alnych miejscach A, P i E oznaczono, odpow iednio 
kolorami: różowym , zielonym  i turkusow ym . (B) Stany: przed  translokacją (PRE) i po translokacji (POST) 
konformacji rybosom u. Zaznaczono odległości m iędzy rybozą (przedstaw iona jako pierścień) reszty 37 A-, 
P- lub E-tRNA.

[16]. Przesunięcie ramki odczytu o jeden nukleotyd „do 
przodu" (3') jest określane jako +1 i daje taki sam efekt jak 
delecja jednego nukleotydu bezpośrednio po ostatnim kodo- 
nie przed przesunięciem ramki odczytu (Ryc. 2). Natomiast 
przesunięcie ramki odczytu o jeden nukleotyd „do tyłu" 
(5'), określane jako -1, jest równoważne z insercją jednego 
nukleotydu. Po przesunięciu ramki odczytu, sekwencja 
kodowanego peptydu, który ma być syntetyzowany, róż
ni się od oryginalnej. W zależności od pozycji najbliższego 
kodonu STOP w nowej ramce odczytu, powstający produkt 
może być dłuższy lub krótszy.

W warunkach zwiększonej częstości substytucji zmiany 
sensu, wzrasta częstość przesunięcia ramki odczytu. Jest 
prawdopodobne, że niewłaściwie wyselekcjonowany AA- 
tRNA w miejscu A ma większą tendencję do „wyślizgiwa
nia" się z ramki odczytu w prawo lub lewo, jeśli może zo
stać utworzony lepszy kontakt z mRNA [16].

Przesunięcie ramki odczytu o -1 ma miejsce często w 
przypadku charakterystycznych heptanukleotydowych 
sekwencji X XXY YYZ, kończących się tzw. „głodnym  ko- 
donem" (YYZ), gdzie stosunek poprawnych do niepopraw 
nych kompleksów potrójnych AA-tRNA/EF-Tu/GTP (ko
dowanych odpowiednio przez YYZ i YYY) jest mały, tym 
samym promując selekcję tych ostatnich.

CECHY RYBOSOMALNEGO MIEJSCA E

Rybosomalne miejsce E jest specyficzne wyłącznie dla 
deacylowanej cząsteczki tRNA [10]. Wykazano, że m ody
fikacje końca 3' cząsteczki tRNA zmniejszają lub naw et cał
kowicie eliminują powinowactwo tRNA do miejsca E, przy

czym wiązanie do miejsc A lub P pozostaje 
na niezmienionym poziomie [27], Co wię
cej, wykazano, że specyficzne oddziały
wania między końcem 3' deacylowanego 
tRNA a miejscem E są niezbędne dla efek
tywnej translokacji [12].

W literaturze wymienia się trzy cechy, 
które charakteryzują rybosomalne miejsce 
E: (1) cząsteczka deacylowanego tRNA 
obecna w miejscu E (E-tRNA) jest z nim 
związana w sposób stabilny; (2) E-tRNA 
jest połączone z cząsteczką mRNA poprzez 
specyficzne oddziaływania kodon-antyko- 
don [28]; (3) istnieje obustronna zależność 
funkcjonalna między miejscami E i A (al- 
losteryczny model trójmiejscowy elonga- 
cji polipeptydu [29,30]). Te trzy atrybuty 
miejsca E nie są powiązane z reakcjami 
zachodzącymi w innych regionach rybo
somu, aczkolwiek oczywista jest wzajem
na zależność i powiązanie funkcjonalne z 
kompleksową architekturą tej makroczą
steczki.

Fakt, że cząsteczka E-tRNA jest zwią
zana w miejscu E w sposób stabilny został 
wykazany zarówno in vivo, jak i in vitro. 
W warunkach odpowiadających sytuacji 
in vivo (dla przykładu: 4.5 mM Mg2+; 100 

mM K+ oraz 2 mM spermidyna [31]) zaobserwowano, że 
większość rybosomów znajduje się w  stanie po translokacji 
(POST), tj. z przyłączonymi tRNA w miejscach P i E. Sta
bilne wiązanie E-tRNA obserwowano również w funkcjo
nalnych kompleksach Escherichia coli z pomocą mikroskopii 
krioelektronowej (krio-EM) [32] oraz stwierdzono związa
nie tRNA w miejscu E w kryształach rybosomów 70S Ther- 
mus thertnophilus [33].

Przez wiele lat dyskutowano nad możliwością oddziały
w ań antykodonu tRNA w miejscu E z komplementarnym 
kodonem w mRNA. W strukturze krystalicznej rybosomu 
70S obserwowana konformacja miejsca E wykluczała moż
liwość takich oddziaływań [33], Jednakże w innych bada
niach wykazano, że odległość między nukleotydami w po
zycji 37 (3 pozycja antykodonu) tRNAphe w miejscach A i P 
wynosi 23A, a w miejscach P i E jest nawet krótsza (21 A). 
Sugeruje to, że cząsteczki tRNA w miejscach P i E mogą od
działywać z odpowiednimi kodonami w mRNA w bardzo 
podobny sposób jak cząsteczki w miejscach A i P (Ryc. 3). 
Oddziaływania kodon-antykodon w rybosomalnym miej
scu E zaobserwowano zarówno poprzez analizę krio-EM 
rybosomów w stanie POST [32], jak i w kryształach ryboso
mów [34,35] (Ryc. 4).

Trzecią ważną cechą rybosomalnego miejsca E jest jego al- 
losteryczne oddziaływanie z miejscem A (Ryc. 5). Termin al- 
losteria definiowany jest jako dynamiczna zmiana struktury 
cząsteczki (w tym przypadku fragmentu rybosomu) pow o
dująca zmianę powinowactwa do ligandu, czyli do tRNA. 
Zgodnie z tą definicją AA-tRNA przyłączone w miejscu A 
powoduje zmianę struktury rybosomu, obniżając powino
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Rycina 4. O ddziaływ anie kodon-an tykodon  w  miejscu E [34]. (A, B) struk tu ra  kodonów  w miejscach E, P, 
A w  kompleksie inicjatorowym translacji (A) i po inicjacji (B). Przedstaw iono sekwencję dup leksu  mRNA- 
SD (czerwony). (C, D) O ddziaływ anie an tykodonu E-tRNA z kodonem  mRNA w  kom pleksie inicjatoro
w ym  translacji (C) i po inicjacji (D). (E) M apa gęstości elektronowej Fouriera (Fo-Fc) obliczona z rozdziel
czością 5.5 A.

wactwo deacylowanego tRNA do miejsca E i odwrotnie, je
żeli miejsce E obsadzone jest przez deacylowany tRNA, to 
miejsce A posiada obniżone powinowactwo do AA-tRNA 
[29,30,36]. Niezwykle ważną konsekwencją allosterycznego 
połączenia miejsc A i E jest fakt, iż w trakcie cyklu elongacyj- 
nego w procesie biosyntezy białka w  rybosomie znajdują się 
zawsze tylko dwie, a nigdy trzy cząsteczki tRNA. Cząsteczki 
tRNA zajmują rybosomalne miejsca A i P przed translokacją 
oraz P i E po translokacji [37], Ostatnio precyzyjnie opisano 
etap obsadzania miejsca A, powodujący uwalnianie tRNA z 
miejsca E [38], Zajęcie miejsca A przez AA-tRNA zachodzi 
dwuetapowo: w pierwszym etapie ma miejsce odszyfrowa
nie informacji genetycznej, a kompleks potrójny AA-tRNA/ 
EF-Tu/GTP oddziałuje z kodonem w mRNA. W kolejnym 
etapie następuje: hydroliza GTP przez czynnik elongacyjny 
EF-Tu, oddysocjowanie kompleksu EF-Tu/GDP z ryboso- 
mu oraz zajęcie miejsca A przez AA-tRNA (akomodacja). 
Uwolnienie E-tRNA następuje po etapie odszyfrowania in
formacji genetycznej, ale przed hydrolizą GTP zależną od 
EF-Tu i akomodacją AA-tRNA w miejsce A. Należy jedno
cześnie podkreślić, że w proces zaangażowany jest cały ry- 
bosom, aczkolwiek w przedstawianym opisie koncentruje
my się na „intelektualnie" wyizolowanym fragmencie tego 
organellum.

FUNKCJONOWANIE MIEJSCA E PODCZAS 
WŁĄCZANIA AMINOKWASU

Jak już wspomniano we wprowadzeniu, błędne przyłą
czenie aminokwasu do tworzonego polipeptydu ma miejsce 
raz na 3000 w budow ań [22], ale tylko jedna z 400 błędnych 
przyłączeń jest szkodliwa dla komórki [21]. Niezwykle 
ważnym  mechanizmem chroniącym przed związaniem 
nieprawidłowego AA-tRNA (ang. non-cognate) jest, w spo

mniana już, allosteryczna zależność mię
dzy miejscami A i E [30], tj. zajęte przez 
deacylowany tRNA miejsce E powoduje 
obniżone powinowactwo AA-tRNA do 
miejsca A. Na podstawie wielu badań są
dzi się, że istnieje allosteryczne połączenie 
między miejscami A i E. Dla przykładu:
(1) powiązano energię aktywacji wiązania 
AA-tRNA do miejsca A z istnieniem w 
rybosomie E-tRNA [39], Stwierdzono, że 
w rybosomach z obsadzonym miejscem 
E przez deacylowany tRNA, energia ak
tywacji niezbędna do obsadzenia miejsca 
A była trzykrotnie wyższa niż w ryboso
mach z wolnym miejscem E (odpowied
nio, 120 k j/m o l i 40 kj/m ol); (2) stwier
dzono, że antybiotyk edeina, który blokuje 
miejsce E małej podjednostki rybosomal- 
nej, uniemożliwiając związanie cząsteczki 
deacylowanego tRNA, powoduje włącza
nie błędnego AA-tRNA w miejsce A [31];
(3) wykazano, iż mutacje w  białkach S7 i 
S i l ,  które osłabiają oddziaływania pętli 
antykodonowej E-tRNA z rybosomem, 
powodują poważne błędy w selekcji AA- 
tRNA do miejsca A, takie jak przyłączenie 
nieprawidłowego aminokwasu lub prze
sunięcie ramki odczytu [40]; (4) pokazano, 

że osłabienie lub utrata oddziaływań kodon-antykodon w 
rybosomalnym miejscu E prowadzi do przesunięcia ramki 
odczytu informacji [40,41]; oraz (5) stwierdzono, że m ody
fikacja końca CCA-3' tRNA powoduje znaczne obniżenie 
powinowactwa deacylowanej cząsteczki tRNA do miejsca 
E [27], co może tłumaczyć wzrost błędnego przyłączania 
AA-tRNA do miejsca A w przypadku obecności w miejscu 
E tRNAValze zm utowanym  końcem CCA [42], Allosteryczne 
powiązania między miejscami A i E obserwowano również 
w  strukturze krystalicznej rybosomu 70S T. termophilus z 
rozdzielczością 5.5 A [33],

Istnieją dowody na to, że E-tRNA, powodując obniżenie 
powinowactwa AA-tRNA do miejsca A, zwiększa istotność 
oddziaływań kodon-antykodon [13]. Wyniki tego ekspery
mentu przedstawione zostały w  Tabeli 1. Do rybosomów 
zaprogramowanych poli(U) przyłączono AcPhe-tRNA 
w miejsce P. Następnie do mieszaniny reakcyjnej dodano 
kompleks potrójny, zawierający EF-Tu, GTP oraz — w 
jednym przypadku Phe-tRNA (kodon UUU), a w drugim  
przypadku Asp-tRNA (kodon G AU/C), w celu obsadze
nia miejsca A. Błędy w dekodowaniu ujawniono poprzez

Tabela 1. Dokładność w iązania AA-tRNA do miejsca A w zależności od obsadze
nia miejsca E (szczegółowe objaśnienia w  tekście; na podstaw ie [16]).

Stan rybosomu Miejsce E Błąd wiązania [%]

4x w olne 0.72
praw idłow y kodon

zajęte 0.05

4x wolne 1.2
niepraw idłow y kodon

zajęte 1.6
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analizę utworzonych dipeptydów metodą wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej (HPLC). Okazało się, że wysokie 
powinowactwo do miejsca A spowodowane brakiem obsa
dzenia miejsca E może prowadzić do przyłączenia niepra
widłowej cząsteczki AA-tRNA do miejsca A (obserwowano 
błąd w dekodowaniu wynoszący 0,72%). Natomiast przy 
obsadzonym miejscu E niemal nie obserwowano takich błę
dów (0,05%). Ponadto, stwierdzono, że obecność tRNALeu 
(kodon U UG/A) w miejscu E nie chroni przed błędami w 
przyłączeniu aminokwasów. Innymi słowy, oddziaływania 
kodon-antykodon w miejscu E wydają się niezbędne dla 
przejścia rybosomu do stanu POST oraz dla prawidłowej 
selekcji kompleksu potrójnego.

UTRZYMYWANIE PRAWIDŁOWEJ RAMKI 
ODCZYTU PRZEZ MIEJSCE E

Najważniejszym elementem kontroli jakości translacji, 
a zarazem nadzwyczajną cechą rybosomu jest zdolność 
utrzymywania prawidłowej ramki odczytu, a w  konse
kwencji — zdolność do syntezy pełnej długości polipepty- 
du, prawidłowego pod względem sekwencji aminokwaso- 
wej. Spontaniczne przesunięcie ramki odczytu ma miejsce 
raz na 30000 wbudowanych aminokwasów [15].

Ostatnio, dzięki badaniom  procesu translacji mRNA ko
dującego czynnik uwalniający RF2 (ang. release factor), od 
kryto zasadniczą rolę rybosomu w procesie u trzym yw ania 
prawidłowej ramki odczytu [41,43]. mRNA kodujące RF2 
posiada kodon STOP UGA rozpoznaw any przez RF2 w 26- 
tej pozycji. Mamy zatem do czynienia ze zjawiskiem regu
lacji translacji poprzez ujemne sprzężenie zwrotne. Kiedy 
w komórce występuje odpowiednio wysokie stężenie RF2, 
wówczas biosynteza tego białka ulega przedwczesnej ter- 
minacji z wykorzystaniem  kodonu STOP w pozycji 26-tej

Rycina 5. Cykl elongacyjny biosyntezy białka w  kontekście m odelu  allosterycz- 
nego trójmiejscowego (zmodyfikowane na podstaw ie [54,55]). 1- odszyfrowanie; 
2 — akomodacja miejsca A; 3 — synteza w iązania peptydow ego; 4 — translo- 
kacja. PRE — stan p rzed  translokacją; POST — stan po translokacji. Kolorami 
żółtym, czerw onym  i zielonym  w rybosomie oznaczono miejsca w iązania  tRNA: 
A, P i E.

i uwalniany 25-mer jest poddaw any szybkiej degradacji. 
Natomiast kiedy w komórce utrzymuje się niskie stęże
nie czynnika uwalniającego RF2, wówczas ma miejsce 
przesunięcie ramki odczytu o +1 z wydajnością do 100% 
[44,45]. Stwierdzono, że przesunięcie ramki odczytu o +1 
występuje u 70% bakterii, dla których zsekwencjonowano 
gen kodujący RF2 [46]. Oznacza to, że istnieje mechanizm 
utrzym yw ania prawidłowej ramki odczytu, wyłączany 
podczas syntezy RF2. W wielu badaniach wykazano za
sadniczą rolę sekwencji Shine-Dalgarno w mRNA RF2 w 
przesunięciu ramki odczytu o +1. Na podstawie danych 
pochodzących z m utagenezy wnioskowano również o 
ważnej roli regionu znajdującego się pom iędzy SD a miej
scem przesunięcia ramki odczytu [47], Stwierdzono, że ist
nieje kompetycja pom iędzy oddziaływaniem  [SD — anty- 
SD] [48] a oddziaływ aniem  kodon-antykodon w miejscu E 
[41]. Oddziaływ anie SD — anty-SD stanowi zaw adę prze
strzenną dla oddziaływ ań kodon-antykodon w miejscu E, 
skutkiem czego dochodzi do przedwczesnego uwolnienia 
E-tRNA z rybosom u (oznaczone jako 1 na Ryc. 2). Obec
ność w rybosomie tylko jednej cząsteczki tRNA (peptydy- 
lo-tRNALeu w miejscu P) prow adzi do jego destabilizacji, 
która pobudza przesunięcie ramki odczytu o +1 (etap 2 
na Ryc. 2), a zatem następuje przesunięcie oddziaływań 
kodon-antykodon w miejscu P o jedną pozycję. Skutkiem 
tego możliwe jest przyłączenie cząsteczki Asp-tRNA w no
wej ramce odczytu.

W struk turze  krystalicznej rybosom u 70S [33] widać, że 
P-tRNA oraz s truk tu ra  form ow ana przez oddziaływ anie 
SD w mRNA z anty-SD w 16S rRNA, tw orzą upakow a
ną struk tu rę  otaczającą cząsteczkę tRNA w miejscu E. W 
przypadku  syntezy RF2, E-tRNA odgryw a istotną rolę w 
destabilizow aniu oddzia ływ ań kodon-antykodon w miej
scu P i jednocześnie w stabilizowaniu oddziaływ ania  ko
don-an tykodon w ramce +1, która jest nową, p raw idłow ą 
ram ką odczytu genu RF2 i p row adzi do syntezy czynnika 
uwalniającego [43,47].

Analiza in vivo innego wysoce efektywnego procesu 
przesunięcia ram ki odczytu potw ierdziła zasadniczą rolę 
oddzia ływ ań kodon-antykodon w miejscu E w u trzym y
w aniu  odpow iedniej ram ki odczytu informacji genetycz
nej [49], Badano poślizg cząsteczki tRNA w bakteryjnym 
rybosom ie E. coli z w ykorzystaniem  tmRNA. Cząsteczka 
tmRNA zawiera w swojej budow ie kanoniczne dla tRNA 
ram ię akceptorow e oraz ram ię i pętlę TWC, więc oddz ia łu 
je z dużą  podjednostką rybosom alną w pozycjach charak
terystycznych dla tRNA zajmującego miejsce E. Jednak
że tmRNA nie posiada pętli antykodonowej. Co więcej, 
odpow iedn ik  ram ienia an tykodonow ego (P2 w tmRNA) 
tw orzy dużo  większy kąt z ram ieniem  akceptorow ym  
tmRNA (-120°) w  porów naniu  z cząsteczką tRNA (~90°) 
[18,50]. Te uderzające różnice w kształcie cząsteczek na 
suwają wniosek, iż tmRNA nie jest zdolny do p raw id ło 
wego obsadzenia miejsca E. Obserw ow ano, że obsadze
nie rybosom u cząsteczką tm RNA pow oduje przesunięcie 
ramki odczytu o jedną pozycję, co jest dalszym  argum en 
tem potw ierdzającym , że praw id łow e obsadzenie miejsca 
E przez tRNA pozw ala na uniknięcie poślizgu cząsteczki 
mRNA i utrzym uje odpow iednią  ram kę odczytu [49],
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Inny, dobrze zdefiniowany proces przesunięcia ramki 
odczytu o +1 ma miejsce w przypadku translacji mRNA 
kodującego eukariotyczny antyzym, białko uczestniczące w 
regulacji poziomu poliamidów w komórce [51,52], Miejsce 
przesunięcia ramki odczytu w mRNA antyzymu w ykazu
je pewną dywergencję między organizmami [51]. Jednakże 
dw a elementy w mRNA antyzymu są w  100% zachowane 
w ewolucji, to jest: kodon STOP (UGA), stymulujący prze
sunięcie ramki odczytu, oraz reszta urydyny w pierwszej 
pozycji kodonu znajdującego się w miejscu E. Co więcej, ko
don ten może być rozpoznany jedynie przez trzy cząsteczki 
tRNA (Cys, Trp lub Tyr) z sześciu możliwych, które odczy
tują U w pierwszej pozycji kodonu (Cys, Leu, Ser, Phe, Trp i 
Tyr). Stwierdzono zatem, że oddziaływania pomiędzy czą
steczkami tRNA w miejscach P i E odgrywają istotną rolę w 
utrzymywaniu prawidłowej ramki odczytu mRNA kodują
cego antyzym.

Na podstawie ostatnich analiz wykazano również, że ry- 
bosomalne miejsce E odgrywa bardzo ważną rolę podczas 
przesunięcia ramki odczytu o -1. Jeśli kodon XXY znajduje 
się w miejscu P, przesunięcie ramki odczytu o -1 ma miejsce 
tylko wtedy, gdy E-tRNA zawiera resztę pseudourydyny 
(ip) w pozycji 39 (od strony 3' anty kodonu) [53], Reszta ip w 
pozycji 39 może osłabiać oddziaływanie kodon-antykodon 
w miejscu E, tym samym powodując przedwczesne uwol
nienie tRNA podczas etapu dekodowania. Inną, aczkolwiek 
mniej praw dopodobną możliwością, jest destabilizacja od
działywania kodon-antykodon w miejscu P przez ip 39 w 
miejscu E, co promuje przesunięcie ramki odczytu.

UWAGI KOŃCOWE

Rybosomalne miejsce E zostało odkryte znacznie później 
niż miejsca A i P. Pomimo zaawansowanych badań, do dziś 
szczegóły mechanizmu funkcjonowania tej specyficznej czę
ści rybosomu pozostają dla nas w dużym  stopniu tajemnicą 
i w konsekwencji są źródłem wielu wątpliwości i sceptycz
nego stosunku do proponowanych mechanizmów i funkcji 
regulatorowej. Jednak już odkryte fakty, świadczące o zna
czącej roli miejsca E nie tylko dla rybosomu i translacji, ale 
dla całego cyklu życiowego komórki, stają się bodźcem do 
dalszego zgłębiania złożonej i jednocześnie niezwykle pre
cyzyjnej maszynerii biosyntezy białka.
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ABSTACT
In the sixties of the last (20th) century James Watson presented a two-sites model for the ribosome comprising the P site for the peptidyl 
transfer RNA (tRNA) before peptide-bond formation and the A site, where decoding takes place according to the codon exposed there. Twen
ty years later the E site, which was specific for deacylated tRNA was detected. However, despite having three tRNA binding sites, only two 
tRNAs occupy the ribosome simultanously during protein synthesis: at the A and P sites before translocation (PRE state) and at the P and E 
sites after translocation (POST state). The importance of having two tRNAs in the POST state has been revealed during the last 25 years. It 
has been shown, that the E-tRNA prevents misincorporation of aminoacids and loss of reading frame. In other words, the ribosomal E site is 
a guard for accuracy of the polypeptide synthesized in the ribosomes.
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STRESZCZENIE

U racyl jest jedną z czterech zasad azotowych, które najczęściej występują w praw idło 
w ym  RNA. Uracyl może znaleźć się także w D N A  w skutek enzymatycznej lub nie- 

enzymatycznej deaminacji cytozyny oraz wprowadzenia dUMP zamiast dTMP do D N A  
przez polimerazę D N A  podczas replikacji. Uracyl z D N A  może być usuwany przez enzy 
my naprawy DNA, w procesie dającym jako produkt pośredni miejsce apirym idynowe, 
natomiast gdy nie zostanie usunięty, to w  kolejnej rundzie replikacji para C:G w  rodzi
c ielskim  D N A  m oże się  zamienić w parę T:A w potomnym DNA, co wskazuje, że obec
ność uracylu w D N A  m oże prowadzić do mutacji. Uracyl, podobnie jak tymina, tworzy  
najbardziej stabilne wiązania wodorow e z adeniną, nie zm ienia więc właściwości kodu
jących DNA. Uracyl w  D N A  jest rozpoznawany przez glikozylazy D N A  uracylu (UDGs), 
zapoczątkowujące proces naprawy DN A przez wycinanie zasad azotowych, w  którym  
uracyl jest usuwany z D N A  i zastąpiony tyminą lub cytozyną, w  przypadku, k iedy  był 
w ynik iem  deaminacji cytozyny. U eukariontów znajdują się co najmniej cztery jądrowe  
UDGs: UNG2, SM UGI, TDG i MBD4, natomiast w mitochondrium działa UNG1. UNG2  
bierze udział w  naprawie związanej z replikacją, oddziałując z białkami PCNA i RPA. 
Uracyl może być także produktem pośrednim w tworzeniu repertuaru przeciwciał l im fo 
cytów B. Enzymatyczna deaminacja w irusow ego D N A  przez komórki gospodarza może  
być mechanizmem obronnym  przed zakażeniem  wirusow ym , w tym zakażeniem HIV-
1. G likozylazy UNG2, MBD4 i TDG mogą współdziałać z białkami naprawy b łędnego  
parowania zasad, a TDG może ponadto uczestniczyć w szlaku naprawy przez w ycinanie  
nukleotydów.

WPROWADZENIE URACYLU W DNA

Uracyl jest zasadą azotow ą w ystępującą w praw id łow ym  RNA i tw orzy  
z adeniną praw id łow ą parę kom plem entarnych zasad, analogiczną do pary  
tym ina-adenina i p raw dopodobnie  w ystępow ał rów nież we wczesnych for
mach DNA, zanim  został zastąpiony przez swoją pochodną — tyminę (5-me- 
tylouracyl). W genom ach niektórych w irusów  DNA nadal znajduje się u ra 
cyl, a nie tymina. Zatem  czy uracyl w DNA to uszkodzenie? Jest to przecież 
p raw id łow a zasada azotow a nie zmieniająca właściwości kodujących DNA. 
Nie wdając się w rozw ażania  nad definicją uszkodzenia  DNA, m ożna s tw ier
dzić, że uracyl w DNA uszkodzeniem  jest, gdyż jest rozpoznaw any przez 
w yspecjalizowane białka, których działania na ogół prow adzą do usunięcia 
uracylu z DNA i zastąpienie go tym iną lub cytozyną. Z drugiej strony, w y 
niki n iedaw nych badań  sugerują, że ssaki mogą w ykorzystyw ać uracyl w y 
stępujący w DNA jako główny p roduk t pośredni w tw orzeniu repertuaru  
dojrzałych przeciwciał [1]. Uracyl w DNA limfocytów B jest p roduktem  po 
średnim  w procesie tw orzenia dojrzałych przeciwciał w odporności nabytej, 
jak rów nież bierze udział w obronie przeciwko zakażeniom  retrow irusow ym  
w odporności wrodzonej [2-4].

Uracyl jest obecny w DNA w niewielkich ilościach i powstaje poprzez 
deaminację cytozyny lub włączenie dUM P zam iast dTMP do łańcucha po- 
linukleotydow ego podczas replikacji DNA. Polim erazy DNA, z wyjątkiem 
Vent i Pfu, nie różnicują pom iędzy dUTP i dTTP, w efekcie czego częstość 
w staw iania  dUM P do DNA zależy od stosunku dU T P /dT T P  w komórkowej 
puli nukleo tydów  i w konsekwencji do genom u człowieka zostaje w staw io 
nych około 104 reszt dUM P podczas jednej ru n d y  replikacji [5], Polimerazy 
Vent i Pfu należą do term ostablinych polim eraz DNA, syntetyzowych przez 
m ikroorganizm y należące do Archaea -  Pfu pochodzi ze szczepu Pyrococ- 
cus furiosus, a Vent ze szczepu Thermococcus litoralis. Wykazują one ak tyw 
ność 3 '—>5' egzonukleazy, co daje im możliwość korekty (ang. proofreading) 
p rekursorów  nuk leo tydów  w replikacji DNA. Enzym y te cechuje znacznie 
niższa częstość w prow adzan ia  błędów do now o syntetyzowanej nici DNA, 
niż inne polim erazy DNA [6,7]. Polimerazy DNA hiperterm ofilnych bakterii 
(szczepów Pyrococcus furiosus, Pyrococcus woisei, Pyrococcus horikishii, Sulfolo- 
bus solfataricus, Thermococcus litoralis, Thermococcus gorgonarius, Sulfurispha-
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era ohwakuensis, Aeropyrum pernix i Pyrodictium occultum) 
oraz mezofilnych (szczepu Methanosarcina acetivorans) na 
leżące do grupy polim eraz B rozpoznają uracyl w DNA, 
w w yniku czego pow odują zatrzym anie replikacji. N ato 
miast takie polim erazy DNA, jak bakteryjna polim eraza 
III, eukariotyczne polim erazy jądrow e 8 i 8 oraz polim e
raza m itochondrialna p nie rozpoznają uracylu. Z kolei 
eukariotyczna polim eraza ę, która w ykazuje homologię 
do polim eraz DNA Archaea grupy  B, może rozpozna
wać uracyl, ale nie pow oduje zatrzym ania replikacji [8], 
Enzym em  kontrolującym  w ew nątrzkom órkow y poziom 
dUTP jest UTPaza. Enzym ten p rzeprow adza reakcję hy 
drolizy dUTP do dUM P i pirofosforanu (PPi). Redukując 
poziom  dUTP, dostarcza dUMP, który jest następnie  w y 
korzystyw any do biosyntezy dTTP. UTPaza jest w ażnym  
elem entem  dokładności replikacji oraz napraw y DNA [9]. 
W stawienie uracylu może pow odow ać pow stanie  kolej
nej pary U:A w następnej replikacji, jednakże większość 
uracylu jest usuw ana  przez glikozylazy uracylow e DNA, 
a powstające miejsca a p u ry n o w e /ap iry m id y n o w e  (AP) 
są potencjalnie m utagenne, jeśli nie zostaną n ap raw io 
ne przed  kolejną rundą  replikacyjną. Miejsca AP mogą 
być rów nież cytotoksyczne, gdy w ystępują w obszarach 
przyłączania białek regulatorow ych [10].

Źródłem uracylu w DNA może być deaminacja cytozy- 
ny, mogąca prowadzić do mutagennego sparowania U:G. 
Deaminacja cytozyny zachodzi z szybkością 7-8 większą w 
cyklubotanowych dimerach pirymidynowych (CPD), będą
cych najczęstszymi uszkodzeniami DNA indukowanymi 
przez promieniowanie UV, niż w  innych obszarach DNA 
[11-13], Rycina 1 przedstawia wzory strukturalne cytozyny, 
5-metylocytozyny, uracylu oraz tyminy.

N iesparow ania  U:G powstające podczas deaminacji 
cytozyny są kluczow ym  produk tem  pośrednim  zm ienia 
jącym geny im m unoglobulin  podczas somatycznej hiper- 
mutacji (SHM) i procesu przełączania klasy przeciwciał 
(CSR) [2,4], Procesy te mają udział w  rozwoju specyficz
nych przeciwciał o zróżnicow anych funkcjach efektoro- 
wych [1 ]. Deaminacja cytozyny w DNA może być skutkiem  
działania białek z rodziny APOBEC (ang. apolipoprotein 
______________________________________  B editing cata

lytic polypep
tide), z k tó
rych jedno, 
d e a m i n a z a  
cy t o z y  n o  w a  
AID (ang. ac
tiva tion-indu 
ced cytosine 
d e a m i n a s e ) , 
deam inuje C 
w loci im m u
noglobulin  w 
l i m f o c y t a c h  
B [14]. Białko 
AID p o w o d u 
je deaminację 
cytozyny w 
j e d n o n i c i o -  
w y m  DNA w

Rycina 1. Deaminacja cytozyny (C) do uracylu (U) i 5- 
m etylocytozyny (5-meC) do tyminy (T).

obszarze zm iennym  (V) i w obszarze przełączania (S), 
ułatwiające SHM i CSR [2], Powstały w tym procesie U 
jest usuw any w procesie napraw y DNA przez wycinanie 
zasad azotowych (BER), który zostaje zainicjowany przez 
glikozylazę DNA uracylu (UDG) UNG2 [15]. Uszkodzenia 
w yw ołane przez deam inazę AID usuw ane są także przez 
system napraw y DNA przez niehomologiczne łączenie 
końców (NHEJ) przy udziale endonukleazy MRE11/ 
RAD50 i polim erazy DNA p [16]. Osoby z defektami 
glikozylazy UNG2 mogą być narażone na nawracające 
zakażenia, chłoniaki oraz charakteryzują się n iespraw 
nym i m echanizm am i rekombinacji, pow odującym i p o d 
w yższenie poziom u im m unoglobulin  IgM i obniżenie po 
ziom u im m unoglobulin  IgG, IgA i IgE [2], Mutacje genu 
AID  mogą się przyczyniać do rozwoju chłoniaków, gdyż 
białko AID bierze udział w  deaminacji wielu protoonko- 
genów [17]. Zm iana poziom u deaminacji, także w skutek  
mutacji AID, może przyczyniać się do translokacji genu 
im m unoglobiny, które z kolei mogą zaburzać ekspresje 
genów cyklin D, MYC i RAS [18].

Pokswirusy, herpesw irusy i re trow irusy  kodują dUT- 
Pazę i / l ub  UDG, co może być św iadectwem , że naw et te 
prym ityw ne formy życia są w rażliw e na uracyl w DNA 
[19]. Geneza uracylu w w irusow ym  DNA jest zresztą taka 
sam a jak w DNA człowieka — wstaw ienie podczas repli
kacji i deaminacja cytozyny. O prócz tego, cytozyny ge
nom ów  wielu w irusów  człowieka są celem białek APO
BEC gospodarza, odgrywających w ażna rolę w obronie 
organizm u przed zakażeniam i w irusow ym i. Dotyczy to 
także zakażeń HIV-1 — białko APOBEC3G wykazuje w y 
soką aktywność przeciw tem u wirusowi, blokując jego 
replikację w limfocytach i makrofagach. Mechanizm tego 
efektu może być oparty  na deaminacji cytozyny do u ra 
cylu w w irusow ym  DNA przez APOBEC3G, usunięciu 
uracylu przez UNG2 człowieka, traw ieniu powstałego 
miejsca AP przez endonukleazę AP (APE1), prow adzące 
go do ostatecznej degradacji w irusow ego DNA [20]. W y
soka spraw ność enzymatycznej deaminacji cytozyny do 
uracylu może należeć do m echanizm ów  obronnych, skie
row anych przeciwko zakażeniom  retrow irusow ym  [17]. 
Uracyl z DNA jest usuw any  przede w szystkim  w szlaku 
napraw y DNA przez w ycinanie zasad azotowych (BER).

NAPRAWA DNA PRZEZ WYCINANIE 
ZASAD AZOTOWYCH

Modyfikacje zasad azotow ych są jednym i z najczęściej 
w ystępujących uszkodzeń  DNA. Powstają one najczęściej 
w w yniku działania reaktyw nych form tlenu (ROS), które 
mogą pow staw ać podczas m etabolizm u kom órkowego 
lub w skutek wielu czynników  fizycznych, przede w szyst
kim prom ieniow ania  jonizującego i prom ieniow ania UV, 
oraz zw iązków  chemicznych. Do oksydacyjnie zm odyfi
kow anych zasad należą 8-oksoguanina (8-oksoG) i glikol 
tyminy, uznaw ane czasem za wyznaczniki (markery) stre
su oksydacyjnego. 8-oksoG może być m utagenna, gdyż, 
jeżeli nie zostanie napraw iona, może tworzyć parę z ade 
niną podczas replikacji, co może prow adzić do transwer- 
sji G:C—>-T:A. Inną g rupę zm odyfikow anych zasad DNA 
stanow ią zasady alkilowane, w tym  7-metyloguanina, 3- 
m etyloadenina i 3-m etyloguanina. N-alkilowane puryny
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są podatne  na spontaniczną hydrolizę w iązania N-gliko- 
zydowego, prow adzącą do pow stania  miejsca apu ryno- 
wego lub apirym idynow ego (miejsca AP) [21].

Zm odyfikow ane zasady DNA są substratam i dla sys
tem u napraw y DNA przez w ycinanie zasad azo tow ych 
BER (ang. base excision repair), której pierw szy e tap  obej
muje rozpoznanie  uszkodzonej zasady przez glikozyla- 
zę DNA. Glikozylaza hydrolizuje w iązanie g likozydow e 
pom iędzy zasadą azotow ą a dezoksyrybozą, co p ro w ad z i 
do usunięcia niepraw idłow ej zasady z DNA i pow stan ia

Szlak podstawowy

Rycina 2. N apraw a DNA przez wycinanie zasad azotowych BER.

miejsca AP. G likozylazy DNA kom órek eukariotycznych 
m ożna podzielić na 2 klasy: glikozylazy typu  I, które 
usuw ają zasadę, a nić DNA jest przecinana przez endo- 
nukleazę AP (APE1) oraz glikozylazy typu II, która ma 
aktyw ność 3 '-endonukleazy (liazy AP) i trawi w iązanie 
fosfodiestrowe, w w yniku czego powstaje w olny koniec 
3 '-OH oraz koniec 5 '-fosforanu (5'-P) oraz via p-elimina- 
cję powstaje 3 '-fosfo-a,p-nienasycony aldehyd (3'-PUA), 
który dopiero  w dalszym  etapie zostaje usunięty  przez 
A P-endonukleazę i powstaje w tedy  koniec 3'-OH; 5 'de-

------------------------------------  oksyrybozo-5-fosforan (5'-
dRP) i 3 '-OH powstają przy 
działaniu  A P-endonukleazy 
na miejsce AP, będące w y n i
kiem działania glikozylazy 
typu I lub hydrolizy spon 
tanicznej [22], Drugi etap 
BER obejmuje odsunięcie na 
zew nątrz  nici DNA od koń 
ca 5' i syntezę p ierw szego 
nuk leo tydu  na końcu 3' przy 
udziale polim erazy DNA [3. 
Kolejny etap może zachodzić 
na d rodze  dw óch szlaków: 
podstaw ow ego, w  którym  
następuje usunięcie końca 
5 '-dRP przez polim erazę [3, 
mającą aktywność liazy AP, 
oraz połączenie końców 3'- 
OH  i 5'-P dzięki kom plek 
sowi ligazy DNA III z biał
kiem XRCC1. Końce 5' DNA 
w formie aldehydow ej nie 
mogą być w ydłużane przez 
polim erazę [3 i w tedy  nastę 
puje odłączenie polim erazy 
i przyłącznie w jej miejsce 
kom pleksu białkowego, skła
dającego się z polim erazy 5 / e 
i jądrow ego antygenu kom ó
rek proliferujących (PCNA). 
Kompleks ten w ydłuża  nić 
DNA od miejsca AP, przy 
czym fragm ent końcowy 5' 
zostaje jeszcze bardziej o d 
sunięty od cząsteczki DNA. 
N astępnie  odstający koniec 
5 '-dRP zostaje usunięty  
przez endonukleazę FEN1, a 
p rzerw a w DNA zostaje po 
łączona przez ligazę DNA I 
(Ryc. 2) [23-25],

GLIKOZYLAZY 
URACYLOWE DNA 
SSAKÓW

Uracyl w  DNA jest rozpo 
znaw any jako uszkodzenie  
p rzez glikozylazy DNA u ra 
cylu (UDG, ang. uracil-DNA 
glycosylase). Istnieje więcej

Szlak alternatywny
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Tabela 1. Glikozylazy uracylowe DNA człowieka.

Enzym Lokalizaja chrom osom alna Lokalizacja w  kom órce Substrat

U N G I/2 12q23-24.1
jądro kom órkowe 
oraz m itochondrium

U w  ssDNA 
i dsD NA

SMUGI 12ql3.13 jądro kom órkowe U, 5-hmeU

TDG 12q24.1 jądro kom órkowe
U:G, T:G 
£C:G,
T :06-m eG

MBD4 3q21.22 jądro kom órkowe U:G, T:G

niż jedna klasa UDG, albowiem m yszy pozbaw ione UDG 
kodowanej przez gen ung i nazwanej UNG rozwijały się 
praw id łow o [26]. W kom órkach ssaków zidentyfikowano 
do tej pory cztery glikozylazy uracylowe DNA. Należą 
do nich: U N G 1/U N G 2, SMUGI (ang. single strand selecti
ve monofunctional uracil-DNA glycosylase), TDG (ang. thy- 
mine/uracil mismatch DNA glycosylase) oraz MBD4 (ang. 
methyl binding domain 4 protein) [15,27], U myszy w ykryto  
także glikozylazę NEIL1, która może usuw ać uracyl oraz 
tym inę z błędnie sparow anych par zasad DNA, a jej efekt 
biologiczny nie został do końca poznany [28]. Spośród 
glikozylaz uracylowych DNA UNG, SMUGI oraz TDG 
należą do tej samej rodziny białek UDG, natom iast gliko- 
zylaza MBD4 należy do rodziny białek HhH-GPD (ang. 
helix-hairpin-helix and Gly/Pro rich loop (GP) followed by a 
conserved aspartate (D)). UDG charakteryzują się podobną 
budow ą oraz, przypuszczalnie, w trakcie ewolucji w y 
dzieliły się z jednego genu [29], Enzymy te pełnią różne 
funkcje w komórce, ale p raw dopodobnie  mogą rów nież 
dodatkow o współdziałać z innymi UDG. C harakterysty 
ka glikozylaz uracylowych człowieka p rzedstaw iona zo
stała w Tabeli 1.

UNG
Gen ung koduje dwie formy uracylowej glikozylazy 

DNA: formę m itochondrialną UNG1 zbudow aną z 304 
reszt am inokw asow ych oraz jądrow ą UNG2, składającą 
się z 313 reszt am inokwasowych. Jest to możliwe dzię 

dR

ki a lte rnatyw nem u składania eksonów oraz 
w ykorzystaniu  dwóch sekwencji prom oto- 
row ych genu ung [30], UNG1 jest jedyną gli- 
kozylazą uracylu w ystępującą w mitochon- 
drium , reszta glikozylaz zlokalizowana jest 
w  jądrze kom órkowym . Gen ung, o wielkości 
14 kb, położony jest na d łuższym  ram ieniu 
chrom osom u 12 (12q24.1) i zawiera 7 ekso
nów. Synteza mRNA dla białek UNG2 re 
gu low ana jest przez prom otor PA, położony 
powyżej eksonu 1A. Ekson ten koduje poli- 
pep tyd  o 44 aa unikatow y dla UNG2 [30,31]. 
Polipetyd ten bierze udział w transporcie 
oraz oddzia ływ aniu  z białkami PCNA i RPA 

(ang. Replication Protein A) [32,33]. D ruga sekwencja pro- 
m otorow a zapewniająca ekspresję mRNA białka UNG1 
jest położona powyżej eksonu IB. Dzięki w ykorzystaniu  
dw óch sekwencji p rom otorow ych obydw a białka mają 
un ika tow ą dom enę N-końcową. Białko UNG1 ulega na 
stępnie  w  m itochondriach modyfikacji potranslacyjnej, 
w  której, w skutek trawienia proteolitycznego, zostaje 
odcięty fragm ent zawierający 29 aa. Powstaje w ten spo 
sób ak tyw na forma białka UNG1, zawierająca tylko część 
rdzeniow ą, która jest charakterystyczna dla białek UNG 
[34], Sekwencje prom otorow e PA i PB stanow ią niezależne 
jednostki transkrypcyjne, pom im o tego że zawierają pew 
ne w spó lne  elem enty [35].

G likozylaza UNG1 występuje w największej ilości w 
tkankach bogatych w m itochondria, w tym w mięśniach i 
sercu [35], Gen kodujący UNG1 znajduje się pod kontrolą 
p rom otora  PB, mającego struk tu rę  typow ą dla prom oto 
rów genów  kodujących białka podstaw ow ego m etabo
lizmu kom órkow ego (ang. housekeeping). Białko UNG1 
jest syn te tyzow ane jako białko prekursorow e, a jego ak 
tywacja następuje podczas transportu  do m itochondriów  
w w yn iku  degradacji proteolitycznej, polegającej na o d 
cięciu sekwencji złożonej z 29 reszt am inokw asow ych z 
fragm entu  N-końcowego, najpraw dopodobniej przez m i
tochondria lną  peptydazę  MPP, przez co powstaje funk
cjonalne białko UNG1 o masie 31 kDa. Analiza ekstrak 
tów uzyskanych  z m itochondriów  człowieka pozwoliła

na identyfikację kolejnej 
izoformy glikozylazy 
UNG1 o masie 26 kDa, 
ale nie można wykluczyć, 
iż białko to powstaje w 
w yniku niespecyficznej 
degradacji białka UNG1 
w m itochondriach [34]. 
W edług innej hipotezy w 
m itochondriach znajdują 
się dwie aktyw ne formy 
glikozylazy UNG1, róż
niące się zarów no masą 
cząsteczkową, jak i w raż 
liwością na miejsca AP 
[34],

dR

Rycina 3. Parow anie uracylu z adeniną oraz paralogów  uracylu z zasadam i azotowym i.

W przeciw ieństw ie 
U N G I, UNG2 występ 
je w największej ilości
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tkankach intensywnie nam nażających się (jelito i genita 
lia) [35]. Białko to jest transkrybow ane z sekwencji pro- 
motorowej PA, położonej powyżej eksonu 1A. Ekspresja 
genu tego białka jest najwyższa w fazach G l i S cyklu 
kom órkow ego [35]. Gen ung2 koduje białko jądrow e zbu 
dow ane z 313 reszt am inokw asow ych. Białko to w ystę 
puje w komórce w kom pleksach replikacyjnych razem 
z PCNA i RPA. Obecność UNG2 w takich kom pleksach 
sugeruje rolę tego białka — usuw anie  uracylu z DNA 
podczas replikacji DNA [30,33,36]. UNG2 usuw a rów 
nież uracyl powstający w w yniku deaminacji cytozyny. 
UNG2 jest białkiem, które uczestniczy rów nież w proce
sach różnicow ania limfocytów. Ponadto, wydaje się, że 
białko to uczestniczy w składaniu  kom pleksu CENP-A, 
który uczestniczy w praw id łow ym  rozdziale chrom oso
m ów  kom órek potom nych podczas procesów podziałów  
kom órkow ych [36].

SMUGI

Kolejnym białkiem, które usuwa uracyl występujący w 
DNA w parach U:G, powstających wskutek deaminacji cy
tozyny, jest SMUGI. Glikozylaza SMUGI po raz pierwszy 
została zidentyfikowana u żaby Xenopus laevis, podczas ba
dań nad proteomem tego płaza. Odpowiednik tego enzymu 
u człowieka został odkryty podczas analizy porównawczej 
sekwencji genomów X. laezńs oraz sekwencji genomów czło
wieka [37], SMUGI wykazuje większe preferencje do usu
wania uracylu z dwuniciowego niż jednoniciowego DNA 
[38,39]. Gen kodujący białko SMUGI, podobnie jak geny 
kodujące białka UNG oraz TDG, znajduje się w pobliżu cen- 
tromeru chromosomu 12 w obszarze 12ql3.13. Smugi ma 6.3 
kb, zawiera 4 eksonów, a jego ekspresja nie zależy od fazy 
cyklu komórkowego [15]. SMUGI, w odróżnieniu od białka 
UNG2, nie jest akumulowane w skupiskach replikacyjnych 
w fazie S. Ponadto, białko SMUGI występuje w większej ilo
ści w jąderku niż białko UNG2. Może to świadczyć o odmien
nych funkcjach tych białek, jakie pełnią w komórce. SMUGI 
usuwa uracyl oraz 5-hydroksymetylouracyl (5-hmeU) z jed
no- i dwuniciowego DNA. 5-hmeU może powstawać pod
czas utleniania grupy metylowej ty miny w pozycji 5 wskutek 
działania promieniowania jonizującego w komórkach [40].
5-hmeU może powstawać również podczas dwuetapowej re
akcji: utleniania grupy metylowej 5-meC w wyspach CpG, w 
wyniku której powstaje 5-hmeC, a następnie deaminacji do
5-hmeU [41]. SMUGI usuwa uracyl z par U:G, U:A [37,39]. 
Rycina 3 przedstawia substraty dla poszczególnych glikozy- 
laz uracylowych (parowanie uracylu z adeniną oraz błędne 
parowanie paralogów uracylu z poszczególnymi zasadami 
azotowymi). Glikozylaza SMUGI może również usuwać z 
mniejszą efektywnością 3,N4-etenocytozynę (eC) [39],

Białko SMUGI człowieka ma masę 30 kDa i zbudow a 
ne jest z 270 reszt am inokwasowych. Białko to jest w 60% 
identyczne z SMUGI Xenopus leavis. U m yszy z n ieak tyw 
nym  genem ung, SMUGI pełni funkcję głównej glikozyla- 
zy usuwającej uracyl z DNA [37,42],

TDG

Glikozylaza TDG została po raz pierwszy zidentyfiko
wana u małpy jako białko o masie cząsteczkowej 55 kDa,

mające aktywność korekcyjną w  stosunku do błędnych spa- 
rowań T:G [43]. Dopiero badania z klonowaniem cDNA po
zwoliły ocenić jego masę cząsteczkową na 46 kDa, wartość 
przyjmowana obecnie. Gen tdg znajduje się w  12q24.1 [44], 
Białko TDG wykazuje aktywność glikozylazową w stosunku 
do dwuniciowego DNA, usuwa uracyl oraz tyminę z błęd
nie sparowanych par zasad U:G i T:G [45]. Glikozylaza ta z 
mniejszą efektywnością może usuwać uszkodzenia sC oraz
5-hmeU. TDG usuwa również błędne sparowanie G:T, będą
ce skutkiem deaminacji 5-meC w wyspach CpG. Deamina- 
cja cytozyny w komórkach człowieka jest główną przyczyną 
mutacji typu tranzycji G—>A [43,45]. Glikozylaza TDG może 
pełnić również funkcję czynnika transkrypcyjnego [45]. Biał
ko to może również usuwać z mniejszą efektywnością T z par 
C:T oraz T:T w stosunku do par G:T, zatem hierarchię pre
ferencji usuwania błędnych sparowań można opisać relacją: 
G:T »  C:T > T. U Escherichia coli zidentyfikowano homolog 
TDG, białko MUG. Białko TDG człowieka oraz bakteryjny 
homolog MUG mogą usuwać uszkodzenia będące produk
tem alkilacji, w tym eC. Wycinanie tego typu uszkodzenia 
może być jedną z głównych funkcji tych glikozylaz [45-47], 
eC  powstaje w komórce w wyniku działania rakotwórczego 
chlorku winylu oraz podczas peroksydacji lipidów [48]. TDG 
jest glikozylazą specyficzną dla dwuniciowego DNA, jednak
że wyniki niektórych badań przeprowadzonych ostatnio su
gerują, że białko to wykazuje również aktywność w stosunku 
do jednoniciowego DNA, usuwając z niego 5-fluorouracyl 
(5-FU) [46]. TDG usuwa również 5-meC z wysp CpG i T z 
par T:OhmeG [45,49]. Demetylacja OhmeG przez 0 6metyloG- 
transferazę DNA powoduje powstanie błędnego sparowania 
G:T, które, oprócz TDG, może być naprawiane przez białka 
naprawy błędnie sparowanych zasad (MMR). TDG jest sty
mulowana przez endonukleazę BER, APE, może brać udział 
w usuwaniu guaniny znajdującej się naprzeciw miejsca AP 
(G:AP) i może podlegać kowalentnej modyfikacji przez ubi- 
kwitynopodobne białka SUMO-1 oraz SUMO-2/3 [50,51], 
TDG wykazuje mniej niż 10% podobieństwa do UNG, ale 
sekwencja bakteryjnego homologu MUG pokrywa się w  37% 
z sekwencją glikozylazy TDG człowieka [46,52,53], Badania 
krystalograficzne białek MUG i UNG wykazały ścisłą homo- 
logię obu glikozylaz. Zawierają one podobnie ułożone a-heli- 
sy oraz centralnie zlokalizowaną strukturę harmonijki p. Oba 
białka mają dwa aktywne, ewolucyjnie zachowane motywy 
-  w  UNG1 występuje sekwencja 143-GQDPY-147 oraz 268- 
HPSPLS-273, identyczna do występującej u E. coli, drożdży 
oraz wirusa Herpes. W MUG znajduje się motyw 16-GINPGL- 
20, identyczny do występującego w białku TDG oraz sekwen
cja 140-NPSGLS-145, odpowiadająca motywowi MPSSSS gli
kozylazy TDG człowieka [46], TDG może także oddziaływać 
z receptorem kwasu retinoidowego RAR (ang. retinoid acid 
receptor) oraz retinoidowym receptorem RXR (ang. retinoid X  
receptor). RAR oraz RXR są receptorami wewnątrzkomórko
wymi, które po związaniu z ligandem pełnią funkcję czynni
ków transkrypcyjnych [54], Ponadto, TDG okazała się silnym 
inhibitorem czynnika transkrypcyjnego TTF-1 [55], Zatem 
TDG może odgrywać rolę w regulacji transkrypcji.

MBD4

Glikozylaza MBD4, znana rów nież jako MED1, może 
się wiązać z błędnie sparow anym i zasadam i T:G i U:G w 
w yspach CpG oraz może z mniejszą efektywnością u su 
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wać zm odyfikowane zasady p irym idynow e. MBD4 w y 
kazuje podobne preferencje substratow e jak TDG, może 
usuw ać 5-FU oraz mniej efektywnie wycina eC [56]. 
MBD4 ma specyficzną dom enę wiążącą grupy  metylowe, 
przez co może oddziaływ ać z m etylow anym i w yspam i 
CpG. MBD4 bierze także udział w napraw ie  błędnie spa 
row anych zasad, poprzez bezpośrednie  oddziaływ anie  z 
białkiem MLH1. M echanizm ten po raz pierw szy został 
zaobserw ow any w drożdżach.

Gen mbd4 człowieka znajduje się na d łuższym  ram ie
niu chrom osom u 3 w 3q21.22 i jest jedynym  genem  spo 
śród wszystkich genów kodujących glikozylazy uracylo- 
w e DNA zlokalizow anym  poza chrom osom em  12 [56]. 
U szkodzenia w genie mbd4, podobnie jak zaburzenia 
funkcji genu tdg, mogą odgryw ać rolę w procesie trans
formacji nowotworowej [45]. Białko MBD4 zalicza się do 
rodziny glikozylaz HhH-GPD (ang. helix -  hairpin -  he
lix (HhH) and Gly/Pro rich loop (GP) followed by a conserved 
aspartate (D)). N azw a tej rodziny białek pochodzi od cha
rakterystycznego m otyw u struk turalnego  helisa-spinka 
do włosów-helisa i pętli bogatej w glicyny oraz proliny 
położonej za ewolucyjnie zachow aną resztą kw asu  aspa 
raginowego. Domena HhH-GPD jest rów nież charakte 
rystyczna dla innych białek biorących udział w szlakach 
napraw y DNA, w tym dla glikozylazy Endolll usuwającej 
glikol tym iny oraz glikozylazy MutY, która wycina ade 
ninę sparow aną w DNA z 8-oksoguaninią [57],

Glikozylaza MBD4 została odkryta  jako pierw sza z ro 
dziny białek wiążących się specyficznie z m etylow anym  
DNA in vitro [58], Zawiera dom enę hom ologiczną do 
dom en g likozylaz/liaz  oraz wykazuje aktyw ność endo- 
nukleazow ą [59]. Wyniki późniejszych badań  pozwoliły 
na identyfikację MBD4 jako monofunkcyjnej glikozylazy 
biorącej udział w w ycinaniu błędnie sparow anych  par 
zasad G :T oraz U:G [57]. MBD4 jest zbudow ana  z 580 
aa, a na swym  N-końcu, pom iędzy am inokw asam i 82 i 
147, ma dom enę MBD (ang. methyl-binding domain), bio
rącą udział w w iązaniu g rup  metylowych, natom iast na 
C-końcu, pom iędzy am inokw asam i 401 i 580, ma dom enę 
glikozylazową. MBD4 wykazuje silne preferencje w ią
zania do błędnych sparow ań 5meCpG:TpG, natom iast 
nie wykazuje takich właściwości lub w ykazuje bardzo 
słabe w stosunku do nie zm etylow anych CpG:TpG oraz 
5meCpG meCpG. MBD4 przeciw działa m utagennem u 
procesowi deaminacji 5-meC, w w yniku którego pow sta 
je ty mina [60]. Białko rozpoznaje także 5-meC, szczegól
nie w hem im ety low anym  DNA [61].

UDZIAŁ GLIKOZYLAZ DNA URACYLU W 
INNYCH SZLAKACH NAPRAWY DNA

Wyniki rosnącej liczby badań sugerują, że glikozylazy 
DNA, włączając w to glikozylazy uracylu, oddziałują z 
białkami innych szlaków napraw y DNA. Pom im o że w 
wielu takich przypadkach  m echanizm  oddzia ływ ania  nie 
jest do końca znany, to nie ulega wątpliwości, że odd z ia 
ływanie to, określane m ianem  crosstalk, może mieć istot
ne znaczenie dla reakcji komórki na uszkodzenia  DNA. 
O ddziaływ anie  to wskazuje również, że szlaki napraw y 
DNA nie są autonom icznym i przejawam i działania nie

zależnych systemów, a ich w spólna regulacja może mieć 
miejsce na wielu poziomach, nie tylko w czasie początko
wej integracji sygnałów  o uszkodzeniu  DNA.

Białka system u MMR, przede w szystkim  M utSa, mogą 
bezpośrednio  rozpoznaw ać m etylowane zasady, p rzy 
czyniając się do w iązania z uszkodzonym  DNA kom 
pleksu ATR-ATRIP i przesłania informacji o zaburzeniu  
cyklu kom órkow ego [62], M utSa, może rozpoznaw ać 
i wiązać 06-m ety loguan inę  (06-meG), która może p ro 
wadzić do błędnego w staw ienia tym iny naprzeciw  niej 
podczas replikacji. Tymina ta jest wycinana przez MutSa 
[63]. Podczas w iązania fragm entu  DNA zawierającego
06-m eG , aktywność MMR może być blokowana przez 
białka system u BER, gdyż w usuw aniu  06-m eG  może 
brać udział TDG. Ponieważ białka MMR mogą wiązać
0 6 -m eG /T , a w ycinanie 06-m eG  przez TDG nie jest in
dukow ane zw iązkam i alkilującymi, to TDG może usuw ać
06-m eG  jedynie w parze 0 6 -m eG /C , która nie jest sub- 
stratem  dla MMR [64], Przy takim założeniu MMR i TDG 
operow ałyby niezależnie, jednakże nie m ożna wykluczyć 
ich w spólnego działania w napraw ie 06-m eG , albowiem 
m ożna założyć, że w ybór odpow iedniego szlaku n ap ra 
wy, MMR czy BER, przynajmniej w  początkowej fazie 
napraw y 06-m eG , musi być koordynow any i określany 
w spółdziałaniem  MMR i TDG, na przykład w rozpozna
w aniu  konformacji uszkodzonego fragm entu DNA.

Glikozylaza MBD4 może rów nież oddziaływ ać z biał
kami system u MMR. MBD4 ma podobną aktywność 
biochemiczną do TDG w stosunku do źle w staw ionych 
reszt G in vitro i wiąże zm etylow ane zasady w regionach 
bogatych w dinukleo tydy  CpG [57], W przeciwieństw ie 
do TDG, MBD4 może rozpoznaw ać uszkodzenia DNA 
spow odow ane przez leki alkilujące [65], MBD4 oddzia łu 
je bezpośrednio z białkiem MLH1, będących kluczowym  
elem entem  MMR. O ddziaływ anie  to może mieć znacze
nie w sygnalizacji alkilacji/  deaminacji DNA w punktach 
kontrolnych cyklu kom órkowego.

W spom inany już proces różnicowania przeciwciał 
może zawierać oddziaływ anie  pom iędzy białkami szla
ku MMR i UNG2 [66]. Dimer M SH2/M SH6 bierze udział 
w hipermutacji somatycznej (SHM) prowadzącej do 
zróżnicow ania przeciwciał, kierując białko AID i p raw 
dopodobnie  inne białka regulatorow e do miejsca rekom 
binacji (faza I). W skutek działania deam inazy AID może 
powstać U, rozpoznaw any  przez UNG2, której działanie 
prow adzi do pow stania  miejsca AP (faza II). Uszkodzenie 
zainicjowane przez działanie deam inazy AID jest n ap ra 
w iane poprzez niehom ologiczne łączenie końców (NHEJ) 
przy udziale endonukleazy  MRE11/RAD50 i polimerazy 
r|. Zdarzenia te p row adzą do mutacji typu  tranzycji C: 
G->T:A [16].

Glikozylaza TDG może rów nież współdziałać z białka
mi system u napraw y przez wycinanie nukleotydów . TDG 
oddziałuje bezpośrednio  z kom pleksem  XPC-HR23B, 
podstaw ow ym  składnikiem  system u NER człowieka w 
napraw ie ogólnogenom owej (GGR, ang. global genome re
pair) [67,68], W spółdziałanie to dotyczy napraw y błędne
go sparow ania  T:G, w której kom pleks XPC-HR23B wiąże
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się z TDG zw iązaną z DNA, stym ulując jej aktywność i 
ułatwiając uwolnienie TDG z miejsca AP po usunięciu T 
z miejsca błędnego sparow ania  [69].

Błędne sparow ania  G /T  i G / U ,  w ystępujące często 
w wyspach CpG, są usuw ane przez glikozylazy MBD4 i 
TDG. Ponieważ pierw otną przyczyną błędnego sparow a
nia jest proces metylacji, a w  w yspach  CpG metylacja jest 
związana z wyciszaniem  genów, obydw ie glikozylazy 
uracylowe współdziałają z aktyw atoram i i represoram i 
transkrypcji. TDG może być w iązana i acetylowana przez 
białko wiążące CREB (CBP), scalające różnorodne szlaki 
regulacyjne w chromatynie. CBP połączone z TDG nie 
jest aktyw atorem  transkrypcji i nie zm ienia funkcji TDG. 
Acetylacja TDG przez CBP prow adzi do jej uw olnienia z 
kom pleksu TD G /CBP i ham uje w iązanie endonukleazy 
APE1 do miejsca pozbaw ionego zasady. Możliwe zatem, 
że poziom acetylacji TDG decyduje o zmianie jej funkcji 
w transkrypcji na funkcję w napraw ie [70],

Nie m ożna wykluczyć, że to co w iem y o oddzia ływ a
niu głikozylaz uracylowych DNA z białkami innych sys
tem ów napraw y to jedynie „wierzchołek góry lodowej" i 
być może nasz podział na w miarę autonom iczne syste
my napraw y DNA jest arbitralny i nie oddaje złożonych 
pow iązań  pom iędzy białkami i szlakami przesyłania sy
gnałów, będących w yrazem  jedności N atury. Konieczne 
są zatem  dalsze badania w tym kierunku, a rozwijanie 
problem atyki głikozylaz uracylowych DNA oddziału ją 
cych z b iałkam i/sz lakam i MMR wydaje się szczególnie 
uzasadnione ze w zględu na istnienie szeregu wyników  
wnoszących w kład w  poznanie m echanizm ów  tego od 
działywania.

UDZIAŁ GŁIKOZYLAZ W REGULACJI TRANSKRYPCJI

Glikozylazy TDG oraz MBD4 mogą brać udział w re 
gulacji transkrypcji niektórych genów. TDG może o d 
działywać bezpośrednio z w ieloma czynnikam i trans- 
krypcyjnymi oraz ich aktyw atoram i, w tym receptora 
estrogenowego (ER) i koaktyw atora  receptora stero ido
wego 1 (SRC1). W oddziaływ aniu  tym  TDG pełni funk 
cję aktyw atora ER regulującego transkrypcje, aktywacja 
ta jest niezależna od dom eny glikozylazowej TDG. TDG 
może pełnić rów nież funkcję m odula tora  steroidowych 
receptorów jądrow ych poprzez bezpośrednie łączenie się 
z tymi receptorami. Receptory te są aktyw ow ane przez 
androgeny, glukokortykoidy oraz progesteron [62],

Ostatnie doniesienia sugerują, że TDG może pełnić 
również funkcję w ham ow aniu  transkrypcji, jednak funk
cja ta jest jeszcze słabo poznana. TDG, oddziałując z inny
mi glikozylazami, w  tym glikozylazą MPG, która usuw a 
3-m etyloadeninę i 7-m etyloguaninę, pow oduje ham ow a
nie transkrypcji genów zależną od receptora ER. Ponadto, 
TDG może tworzyć kompleks z białkiem MBD1, wiążący 
sekwencje zm etylow ane DNA w rejonie w ysp CpG. Kom
pleks M PG /M B D lm oże brać udział w  represji transk ryp 
cji poprzez oddziaływ anie  z m etylow anym i prom otoram i 
in vitro oraz in vivo, nie zaobserw ow ano takiego oddziały 
w ania w przypadku  braku metylacji. M echanizmy zw ią
zane z napraw ą uszkodzeń DNA połączone z regulacją

genów są jak do tej pory słabo poznane. W iadom o jednak, 
że gdy dochodzi do uszkodzenia DNA, białko MBD1 zo
staje uw olnione z kom pleksu z białkiem MPG, wówczas 
glikozylaza MPG jest zdolna do rozpoznaw ania  uszko 
dzeń alkilacyjnych i zapoczątkow uje proces napraw y. 
Podobnie jak glikozylaza MPG, represorem  transkrypcji 
może być rów nież glikozylaza MBD4 poprzez w iązanie 
z h iperm etylow anym i prom otoram i. W procesie tym  nie
zbędne jest oddziaływ anie  glikozylazy MBD4 z deace- 
tylazą histonową. Udział głikozylaz w  szlaku napraw y 
DNA zw iązanego z transkrypcją TCR (ang. transcription 
coupled repair) jest obecnie p rzedm iotem  intensyw nych 
badań  [62,71],
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ABSTRACT
Uracil is one of four nitrogen bases, most frequently found in normal RNA. Uracyl can be found also in DN A as a result of enzymatic or 
non-enzymatic deamination of cytosine as well as misincorporation of dUMP instead of dTMP during DNA replication. Uracil from DN A  
can be removed by DNA repair enzymes with apirymidine site as an intermediate. However, if uracil is not removed from DNA a pair C:G in 
parental DN A can be changed into a T:A pair in the daughter DN A molecule. Therefore, uracil in DN A may lead to a mutation. Uracil in DNA, 
similarly to thymine, forms energetically most favorable hydrogen bonds with adenine, therefore uracil does not change the coding properties 
of DNA. Uracil in DNA is recognized by uracil DNA glycosylase (UDGs), which initiates DNA base excision repair, leading to removing of 
uracil from DNA and replacing it by thymine or cytosine, when arose as a result of cytosine deamination. Eukaryotes have at least four nuclear 
UDGs: UNG2, SMUGI, TDG i MBD4, while UNG1 operates in the mitochondrium. UNG2 is involved in DN A repair associated with DN A  
replication and interacts with PCNA and RPA proteins. Uracil can also be an intermediate product in the process of antigen-dependent anti
body diversification in B lymphocytes. Enzymatic deamination of viral DN A by host cells can be a defense mechanism against viral infection, 
including HIV-1. UNG2, MBD4 and TDG glycosylases may cooperate with mismatch repair proteins and TDG can be involved in nucleotide 
excision repair system.
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Plazmocytoidalne komórki dendrytyczne 
w  patofizjologii procesów odpornościowych

STRESZCZENIE

Plazmocytoidalne komórki dendrytyczne (pDC) to unikalna populacja komórek dendry- 
tycznych, morfologicznie przypominających komórki produkujące przeciwciała. Chociaż 

pDC stanowią bardzo niewielki odsetek wśród komórek krążących, są uważane za komórki 
o kluczowym znaczeniu w  odpowiedzi przeciwwirusowej. Charakteryzują się wysokim po
ziomem ekspresji genów kodujących wewnątrzkomórkowe receptory Toll-podobne, TLR7 i 
TLR9. Receptory te rozpoznają jednoniciowy RNA wirusów oraz niemetylowane sekwencje  
wirusowego i bakteryjnego DNA, czego konsekwencją jest produkcja interferonu typu I, 
sztandarowej cytokiny tych komórek. W procesie dojrzewania, pDC nabywają charakteru 
typowych komórek dendrytycznych o dobrze wykształconym systemie wypustek i zdolności 
do prezentacji antygenów charakterystycznych dla limfocytów. Ich zdolność do efektywnej 
syntezy interferonu typu I oraz umiejętność prezentacji antygenów sprawia, że komórki te 
stanowią jedno z najważniejszych ogniw w  systemie regulacji odpowiedzi odpornościowej 
organizmu. Jest to również przyczyna, dla której pDC stopniowo zajmują jedno z głównych  
miejsc w  badaniach immunologicznych.

WPROWADZENIE

Komórki dendrytyczne (DC), jako komórki koordynujące procesy odporno
ściowe, znajdują się w  centrum zainteresowania wielu dziedzin biologii. Wśród 
komórek dendrytycznych występujących u człowieka wyróżnia się dwa pod 
stawowe typy, mieloidalne i plazmocytoidalne komórki dendrytyczne (odpo
wiednio mDC i pDC) [1]. Podczas gdy mieloidalne komórki dendrytyczne są 
stosunkowo dobrze opisane, znacznie mniej wiadomo na temat funkcji pDC. 
Najnowsze doniesienia wskazują na pDC jako komórki o bardzo dużym  znacze
niu w regulacji odpowiedzi obronnej organizmu.

KOMÓRKI DENDRYTYCZNE JAKO DYRYGENCI 
PROCESÓW ODPORNOŚCIOWYCH

W odpowiedzi na zakażenie bakteryjne lub wirusowe dochodzi do aktywacji 
limfocytów. Limfocyty pierwotnie dojrzewają w szpiku kostnym i grasicy (odpo
wiednio limfocyty B i T). Wymienione populacje limfocytów przechodzą następ
nie końcowy etap dojrzewania pod wpływem swoistych antygenów. Proces ten 
zachodzi w śledzionie i węzłach chłonnych (wtórnych organach limfa tycznych). 
Warunkiem tego etapu dojrzewania limfocytów jest otrzymanie „odpowiednich 
sygnałów" od komórek prezentujących antygen, w śród których centralne miej
sce zajmują komórki dendrytyczne [1], W trakcie zapalenia DC są ściągane do 
miejsc zakażenia przez „prozapalne" chemoatraktanty. Napływające komórki 
dendrytyczne potrafią rozpoznać komórki mikroorganizmów lub własne zmie
nione komórki jako „obce", które następnie fagocytują a w dalszej kolejności 
przetwarzają rozpoznany materiał. W obwodowych narządach limfatycznych, 
do których przemieszczają się komórki dendrytyczne, pochłonięty materiał zo
staje zaprezentowany limfocytom naiwnym (dziewiczym), które ulegają prze
kształceniu w komórki efektorowe. W odróżnieniu od limfocytów naiwnych, 
limfocyty efektorowe są wyposażone w cechy, które pozwalają na szybką re
akcję na rozpoznawany antygen [1], Jeśli w  procesie prezentacji uczestniczą w 
pełni zaktywowane (dojrzałe) DC, to dojdzie do powstania swoistej odpowiedzi 
odpornościowej. Z kolei prezentacja antygenów przez „niedojrzałe" DC może 
doprowadzić do powstania tolerancji na prezentowany antygen. Proces napły
wania komórek dendrytycznych do wtórnych tkanek limfatycznych warunkuje 
powstanie odpowiedzi swoistej. Zasiedlanie węzłów chłonnych przez komórki 
dendrytyczne jest kontrolowane przez czynniki chemotaktyczne w większości 
wydzielane bezpośrednio przez komórki węzłów chłonnych; proces ten w y
maga obecności na DC swoistych receptorów, takich jak CCR7 [2], Zarysowany 
scenariusz udziału DC w wytworzeniu odpowiedzi swoistej dotyczy głównie 
mieloidalnych komórek dendrytycznych. Odkrycie pDC stawia nowe pytania 
dotyczące miejsca tych komórek w systemie obrony organizmu.
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C H A R A K T E R Y S T Y K A  p D C

Plazmocytoidalne komórki dendrytyczne zawdzięczają 
swoją nazwę morfologicznemu podobieństwu do komórek 
produkujących przeciwciała, tzw. komórek plazmatycz- 
nych. Niedojrzałe pDC posiadają zaokrąglony regularny 
kształt, nerkowate jądro, zasadochłonną cytoplazmę oraz 
dobrze rozbudowaną szorstką siateczkę śródplazmatyczną, 
umożliwiającą komórkom pDC szybką i efektywną syntezę 
białek, głównie interferonu typu I [3]. Pod wpływem  sty
mulacji, pDC przekształcają się w „profesjonalne" komórki 
dendrytyczne, co objawia się między innymi „nabyciem" 
charakterystycznej „dendrytycznej" morfologii, zwiększe
niem poziomu cząsteczek MHC typu II na powierzchni oraz 
zdolnością do stymulacji naiwnych limfocytów [4],

Komórki pDC można wykryć głównie w narządach 
limfatycznych, a także we krwi. U człowieka stanowią 
one mniej niż 0,5% populacji jednojądrzastych komórek 
krążących w krwiobiegu [3]. pDC człowieka nie posiadają 
żadnych typowych znaczników charakteryzujących limfo
cyty B (CD19, CD20), limfocyty T (CD3), monocyty (CD14, 
CD16), komórki NK (CD56, CD16) lub mieloidalne komórki 
dendrytyczne (CDllc). Komórki pDC wyróżnia natomiast 
wysoki poziom syntezy L-selektyny, CD45RA, CD4 oraz 
CD123 [5]. Ten ostatni znacznik jest często wykorzystywa
ny w połączeniu ze znacznikiem BDCA-2 do identyfikacji 
pDC człowieka. Ze względu na fakt, że synteza BDCA-2, 
lektyny, zaangażowanej w proces wiązania i internalizacji 
antygenów, jest zależna od stopnia zróżnicowania pDC, do 
identyfikacji pDC stosuje się również białko z rodziny se- 
maforyn, BDCA-4 [6]. U myszy, które są często wykorzy
stywane w badaniach immunologicznych, pDC definiuje się 
w oparciu o syntezę kilku znaczników powierzchniowych, 
takich jak C D llc , Ly6C lub zamiennie Gr-1, B220 i PDCA-1 
(ang. plasmacytoid dendritic cells antygen-1). pDC myszy, w

odróżnieniu od pDC człowieka, posiadają na swojej po 
wierzchni antygen charakterystyczny dla mieloidalnych 
komórek dendrytycznych, C D llc . Jednakże poziom syn
tezy tego antygenu jest znacznie niższy w  porównaniu z 
mDC. Coraz częściej do identyfikacji pDC u myszy stosuje 
się przede wszystkim PDCA-1, który jest uważany za jeden 
z najbardziej swoistych znaczników tych komórek [7], Do
kładne pochodzenie pDC jest przedmiotem kontrowersji. 
Początkowo zakładano, że pDC są pochodzenia limfoidal- 
nego. Jednak wyniki najnowszych badań wskazują, że pDC 
mogą różnicować zarówno z mieloidalnych, jak i limfoidal- 
nych komórek progenitorowych [8].

M I G R A C J A  p D C

Średni okres życia mysich plazmocytoidalnych komó
rek dendrytycznych wynosi 2 tygodnie [9]. W warunkach 
prawidłowych pDC, w odróżnieniu od mieloidalnych ko
mórek dendrytycznych, raczej nie spotyka się w  tkankach 
"pozalimfatycznych". Warto jednak podkreślić, że dotyczy 
to przede wszystkim skóry, która jest częstym obiektem ba
dań w kontekście roli pDC w regulacji odpowiedzi obron
nej. Jednakże w stanach zapalnych, towarzyszących takim 
chorobom, jak toczeń rumieniowaty, łuszczyca, a także no
wotwory, często obserwuje się nacieki plazmacytoidalnych 
komórek dendrytycznych w tkankach obwodowych [10-12], 
Napływ mDC oraz limfocytów do wtórnych narządów lim
fatycznych inicjuje kaskadę procesów, których konsekwen
cją jest powstanie odporności lub tolerancji na dany antygen. 
Zgodnie z obecnym stanem wiedzy droga migracji pDC do 
węzłów chłonnych jest podobna do drogi migracji dziewi
czych limfocytów T, ale zupełnie odmienna od wędrówki 
klasycznych mieloidalnych komórek dendrytycznych. Te 
ostatnie dostają się do drenujących tkanki obwodowe w ę
złów chłonnych przez wprowadzające naczynia limfatyczne
[2], Tą samą drogą z tkanek obwodowych objętych zapale

niem, mogą napływać do w ę
złów patogeny. Tymczasem 
pDC do obwodowych tkanek 
limfatycznych migrują bezpo
średnio z krwi przez naczy
nia wyścielone tzw. wysokim 
śródbłonkiem HEV (ang. high 
endothelial cell venule) i sytuują 
się w obszarach zasiedlanych 
przez limfocyty T, które jak 
wspomniano, są „rekrutowa
ne" do węzłów chłonnych tą 
samą drogą, tj. przez HEV [13] 
(Rye. 1). Niedojrzałe pDC po
siadają na swojej powierzchni 
nie tylko dużą ilość L-selekty
ny, która wzorem limfocytów 
dziewiczych najpraw dopo
dobniej uczestniczy również 
we wczesnych etapach ad 
hezji pDC do HEV, ale także 
szeroki repertuar receptorów 
dla chemokin, które mogą po
średniczyć w migracji pDC do 
węzłów chłonnych w stanie 
homeostazy lub w stanach

w w w.postepybiochem ii.pl
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Rycina 1. Najważniejsze cząsteczki uczestniczące w  migracji pDC do w ęzłów  chłonnych.
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zapalnych. Oprócz CCR7, swego rodzaju „kierunkowska
zu" wskazującego drogę limfocytom, a także mieloidalnym 
komórkom dendrytycznym do węzłów chłonnych, pDC 
syntetyzują CXCR4, a także CXCR3 i CCR5, które stanowią 
receptory dla chemokin pojawiających się na HEV podczas 
zapalenia [14]. Ponadto, cechą charakterystyczną niedoj
rzałych pDC jest synteza receptora CMKLR1, który od 
działuje z chemoatraktantem chemeryną [15,16], Zarówno 
GlyCAM-1 i CD34 (ligandy dla L-selektyny), jak i CXCL12 
(ligand dla CXCR4) oraz chemeryną (ligand dla receptora 
CMKLR1), są prezentowane na powierzchni HEV. Ponadto, 
pojawiający się we krwi w  wyniku systemowego zakażenia 
TNF-a wpływa na wzrost syntezy CXCL9, ligandu dla re
ceptora CXCR3 na powierzchni HEV [13]. Badania in vitro 
pokazały, że równoległa aktywacja receptorów CXCR3 i 
CXCR4 na pDC zwiększa właściwości chemotaktyczne tych 
komórek [17]. Ponieważ ligandy dla CXCR4 ulegają kon
stytutywnej syntezie na powierzchni HEV, natomiast stan 
zapalny indukuje produkcję chemokin rozpoznawanych 
przez CXCR3, wydaje się prawdopodobne, że pDC migrują 
z krwi do węzła przy udziale obu tych komponentów. Uwa
ża się, że stymulacja komórek pDC ligandami dla receptora 
CXCR3 uwrażliwia komórkę na niższe stężenia ligandów 
dla receptora CXCR4 i w ten sposób zwiększa właściwości 
chemotaktyczne pDC. Wyniki najnowszych badań wskazu
ją, że integryny LFA-1 oraz VLA-1, które są eksponowane 
na powierzchni pDC, są zaangażowane w migrację pDC do 
zapalnych węzłów chłonnych (Ryc. 1). Ligandy dla integry
ny LFA-1, takie jak ICAM-1 oraz ICAM-2, ulegają konsty
tutywnej syntezie na powierzchni HEV, natomiast ligandy 
dla integryny VLA-1, takie jak VCAM-1, są indukow ane na 
powierzchni HEV pod wpływem zapalenia [18].

K O M Ó R K I  p D C  J A K O  „ Ź R Ó D Ł O "  C Y T O K I N  

R E G U L U J Ą C Y C H  O D P O W I E D Ź  I M M U N O L O G I C Z N Ą

Jedną z najbardziej charakterystycznych cech pDC 
jest zdolność do szybkiej produkcji interferonu a  oraz p 
(IFN a/P), które są zaliczane do rodziny interferonów typu
I. Interferony typu I są syntetyzowane przez szereg ko
mórek pod w pływ em  zakażenia wirusowego. Ich główną 
funkcją jest w prow adzenie komórek gospodarza w  „stan 
oporności" przeciwko wirusowi. Pod w pływ em  IFN typu 
pierwszego komórki syntetyzują szereg czynników, które 
zapobiegają replikacji w irusa [19]. Pomimo tego, że więk
szość zakażonych komórek może produkow ać IF N a /p , 
pDC są uw ażane za głównych producentów  IF N a /p  w 
organizmie, a zarazem kluczowe komórki zaangażow a
ne w inicjację reakcji przeciwwirusowej. Komórka pDC 
może w yprodukow ać od 3 do 10 pg IFNa w 24 godziny 
po stymulacji wirusem, co wskazuje, że pDC jest od 100 
do 1000 razy bardziej efektywna niż inne komórki syntety
zujące interferon typu I [3], Komórki pDC dzięki temu, że 
posiadają receptory Toll-podobne, TLR7 i TLR9, rozpozna
ją wirusowy jednoniciowy RNA (ssRNA) oraz sekwencje 
oligonukleotydowe bogate w pary CpG, występujące w 
w irusow ym  oraz bakteryjnym DNA. Zarów no TLR7, jak 
i TLR9 są zlokalizowane w endosomach [20], Aktywacja 
tych receptorów uruchamia program  produkcji IF N a /p . 
Poprzez wydzielanie IF N a/p , pDC regulują, m iędzy inny
mi, dojrzewanie mieloidalnych komórek dendrytycznych. 
Pod w pływ em  IF N a /p  mDC syntetyzują cytokinę IL12,
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która jest zaangażowana w rozwój limfocytów Thl w spie
rających tzw. odpow iedź komórkową [21].

Obok IFN typu I, kolejną charakterystyczną cytokiną 
produkowaną przez pDC jest IL-6. IL6 obok IF N a /p  jest 
zaangażowana w różnicowanie limfocytów B do komórek 
plazmatycznych produkujących przeciwciała [22], Jednak 
w odróżnieniu od IF N a /p  uwalnianego przez pDC natych
miast po zakażeniu wirusowym, IL6 jest wydzielana przez 
dojrzałe komórki dendrytyczne. Działanie pDC jako induk- 
torów produkcji przeciwciał nie wymaga bezpośredniego 
kontaktu pDC z limfocytami B, ale odbywa się poprzez pro
dukcję cytokin, odpowiednio IF N a /p  i IL-6 [23].

K O M Ó R K I  p D C  J A K O  K O M Ó R K I  

P R E Z E N T U J Ą C E  A N T Y G E N

Przypuszcza się, że w ciągu pierwszych 24 godzin od 
m om entu zakażenia wirusowego, pDC są głównie zaan
gażowane w syntezę IFN typu I. Jednakże, w kolejnych 
etapach zakażenia, pDC zazwyczaj dojrzewają w kierunku 
profesjonalnych komórek prezentujących antygen. Niedoj
rzałe pDC charakteryzują się niską zawartością cząsteczek 
głównego układu zgodności tkankowej typu drugiego 
(MHCII) na powierzchni oraz cząsteczek pomocniczych, 
takich jak CD80 czy CD86 [24], Jednakże zaktywowane, 
dojrzałe pDC przekształcają się w profesjonalne komórki 
prezentujące antygen, które są w stanie różnicować limfo
cyty T CD4 zarówno w kierunku limfocytów efektorowych 
typu Thl, jak i Th2 [3]. W odróżnieniu od limfocytów Thl, 
wspomagających np. zabójcze funkcje makrofagów lub cy- 
totoksycznych limfocytów T CD8, limfocyty Th2 wpierają 
tzw. odpow iedź hum oralną, opartą na produkcji przeciw
ciał przez limfocyty B.

Wpływ pDC na polaryzację limfocytów T CD4 w kie
runku Thl lub Th2 jest najprawdopodobniej pochodną 
działania różnych czynników aktywujących pDC. Czynniki 
te mogą stymulować odmienne „programy dojrzewania" 
plazmocytoidalnych komórek dendrytycznych. Dla przy
kładu, INFa oraz TNFa wpływają na różnicowanie pDC 
w taki sposób, który prowadzi do polaryzacji limfocytów T 
CD4 w kierunku Thl [25], Z kolei stymulacja plazmocyto
idalnych komórek dendrytycznych ligandem dla CD40 oraz 
IL3, cytokiną produkowaną przez takie komórki, jak bazofi- 
le czy eozynofile podczas zakażeń pasożytami, sprawia, że 
pDC dojrzewają i stymulują limfocyty T do różnicowania 
w kierunku limfocytów typu Th2 [26]. Ten ostatni przykład 
wskazuje, że komórki pDC mogą mieć udział nie tylko w 
rozwoju swoistej odpowiedzi skierowanej przeciwko w iru 
som, ale także przeciwko pasożytom.

U D Z I A Ł  p D C  W  S T Y M U L A C J I  O D P O R N O Ś C I  

I W  T O L E R A N C J I  I M M U N O L O G I C Z N E J

W odpowiedzi przeciwwirusowej, w której pDC bez w ąt
pienia pełnią funkcję stymulującą powstanie odporności, na 
pierwszy plan wysuw a się wpływ pDC na mieloidalne ko
mórki dendrytyczne. Wykorzystując mysi model skórnego 
zakażenia wirusem opryszczki (HSV-1) pokazano, że w  cią
gu dwóch dni od momentu podania wirusa, pDC migrują z 
krwi do objętego zapaleniem węzła chłonnego, gdzie sytu
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ują się w bliskim sąsiedztwie mDC. Co ważniejsze, obecność 
pDC w węźle chłonnym jest niezbędna do rozwoju przeciw- 
wirusowych cytotoksycznych limfocytów T. Komórki pDC 
poprzez bezpośredni kontakt z mieloidalnymi komórkami 
dendrytycznymi węzła, jak również syntezę IFNa, dostar
czają komórkom mDC „sygnałów" niezbędnych do rozwoju 
odpowiedzi cytotoksycznej. Zablokowanie oddziaływania 
pomiędzy pDC a mDC prowadzi do zahamowania rozwoju 
limfocytów T cytotoksycznych. Wyniki badań in vitro w y
kazały ponadto, że integryna LFA-2 oraz cząsteczka pomoc
nicza CD40L, które są eksponowane na powierzchni doj
rzałych komórek pDC, są zaangażowane w proces adhezji 
komórek pDC do mDC [27], W opisanym przykładzie, pDC 
aktywują odpowiedź odpornościową. Jednakże, pojawiają 
się również doniesienia wskazujące na udział niedojrzałych 
plazmocytoidalnych komórek dendrytycznych w  różni
cowaniu dziewiczych limfocytów T w kierunku komórek 
regulatorowych, czyli hamujących odpowiedź immunolo
giczną [28,29], Jednym z przykładów hamującego działania 
pDC na układ obronny jest, opisane poniżej, zaangażowa
nie tych komórek w utrzymanie tolerancji immunologicznej 
w stosunku do wdychanych alergenów.

Wyniki najnowszych badań wskazują ponadto, że pDC 
odgrywają w ażną rolę w „akceptacji" alogenicznych prze
szczepów sercowo-naczyniowych przez organizm biorcy. 
Komórki pDC pobierają alloantygeny z przeszczepionej 
tkanki, a następnie migrują do lokalnych węzłów chłon
nych, gdzie stymulują powstanie regulatorowych limfocy
tów T. Usunięcie komórek pDC bądź zablokowanie ich mi
gracji do węzłów chłonnych prowadzi do utraty tolerancji 
w stosunku do przeszczepionej tkanki [30].

Spośród znanych mechanizmów wykorzystywanych 
przez komórki pDC do hamowania reakcji odpornościowej 
można zaliczyć i) mechanizm oparty na metabolizmie tryp- 
tofanu oraz, ii) polaryzację limfocytów T w kierunku komó
rek regulatorowych przy udziale cząsteczki ICOS-L (ang. 
inducible costimulator ligand).

W pierwszym przypadku syntetyzowany między inny
mi bezpośrednio przez pDC enzym IDO (ang. indoleamine 
2,3-dioxygenase), przyczynia się do degradacji tryptofanu, 
który jako niezbędny aminokwas musi być stale obecny w 
środowisku komórek. Drugi z mechanizmów hamowania 
odpowiedzi obronnej przez pDC oparty jest na zależnym od 
cząsteczki ICOS-L powstawaniu limfocytów T o właściwo
ściach regulatorowych. Świeżo izolowane z krwi komórki 
pDC charakteryzuje niski poziom ICOS-L na powierzchni. 
Jednakże, synteza ICOS-L wzrasta pod wpływem aktywa
cji pDC. ICOS (ang. inducible costimulator), cząsteczka po
mocnicza należąca do tej samej rodziny co CD28, a zarazem 
receptor dla ICOS-L, ulega ekspozycji na powierzchni zak- 
tywowanych limfocytów T. Stymulacja limfocytów T za po
mocą ICOS-L polaryzuje limfocyty T w kierunku komórek 
wykazujących cechy charakterystyczne dla komórek regu
latorowych. Takie limfocyty słabo proliferują w odpowiedzi 
na stymulację swoistym antygenem, natomiast hamują pro
liferację autologicznych dziewiczych limfocytów T [31].

Podsumowując, istnieje wiele danych pokazujących, że 
komórki pDC w znaczącym stopniu przyczyniają się do
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rozwoju odpowiedzi przedwwirusowej. Syntetyzując pro- 
zapalne cytokiny, takie jak IFN typu pierwszego lub IL6, 
pDC aktywują komórki układu immunologicznego, takie 
jak mieloidalne komórki dendrytyczne czy limfocyty B. 
Jednak w  sytuacji, gdy dojrzała komórka pDC funkcjonuje 
jako komórka prezentująca antygen, jest wysoce praw do
podobne, że reakcja odpornościowa zostanie wygaszona 
między innymi poprzez indukowane przez pDC limfocyty 
T regulatorowe. Obserwacja, że dojrzałe komórki pDC sty
mulują powstanie regulatorowych limfocytów T, odróżnia 
je od komórek mDC, które tylko w formie niedojrzałej mogą 
polaryzować limfocyty T w kierunku komórek regulatoro
wych [32], Ta różnica może wskazywać na immunoregula- 
cyjną rolę komórek pDC w trakcie zapalenia.

K O M Ó R K I  p D C  A  A L E R G IA

Zaburzenie równowagi pomiędzy pDC i mDC najpraw
dopodobniej odgrywa ważną rolę w  pow staw aniu stanu za
palnego obserwowanego w astmie [33]. W porów naniu do 
usytuowanych w płucach pDC, płucne mDC wydają się być 
bardziej dojrzałe, gdyż wykazują syntezę, m iedzy innymi, 
CD80, CD86 czy MHCII na wyższym poziomie niż pDC. Te 
różnice w  produkcji markerów powierzchniowych zaanga
żowanych w prezentację antygenu i kostymulację limfocy
tów T są interesujące ze względu na to, że mogą odzwier
ciedlać różne funkcje pełnione przez poszczególne typy 
komórek dendrytycznych. Postuluje się, że niedojrzałe pDC 
w płucach są odpowiedzialne raczej za tolerogenną odpo 
w iedź immunologiczną, natomiast bardziej dojrzałe mDC 
miałyby głównie uczestniczyć w zapoczątkowaniu swoistej 
odpowiedzi immunologicznej w płucach [34],

Istnieją również dow ody na to, że immunoregulacyjne 
działanie pDC w płucach chroni przed rozwojem procesu 
zapalnego dróg oddechowych w odpowiedzi na nieszkodli
we antygeny. Wykazano obecność pDC w płucach myszy, 
które produkują znaczne ilości IFNa pod w pływem  stym u
lacji oligodeoksynukleotydami CpG. Te komórki zdolne są 
do pobierania całego antygenu, podanej drogą wziewną 
owoalbuminy sprzężonej z FITC, który następnie transpor
tują do drenujących płuca śródpiersiowych węzłów chłon

nych. Inhalacja nieszkodliwym antygenem myszy, które 
zostały wcześniej pozbawione pDC, prow adzi do rozwoju 
objawów charakterystycznych dla astmy. Podanie komórek 
pDC do organizmu, z którego zostały usunięte, zapobiega 
powstaniu choroby. W spomniane wyniki sugerują, że w 
obecności pDC dochodzi do indukcji tolerancji na w dycha
ny alergen. Tolerogenne działanie pDC praw dopodobnie 
polega na hamowaniu powstawania funkcji efektorowych 
w  dziewiczych limfocytach T, które ulegają nam nażaniu w 
odpowiedzi na antygen prezentowany przez mDC. W ska
zuje na to fakt, że w  przypadku braku pDC obserwuje się 
znaczny wzrost produkowanych przez limfocyty T cytokin 
efektorowych (IL-5, IL-10, IL-13, IFN-y), natomiast nie ma 
wyraźnych różnic w nam nażaniu się limfocytów T pomię
dzy osobnikami posiadającymi pDC i osobnikami, z których 
usunięto te komórki [35], Dokładny mechanizm tego zjawi
ska nie jest znany, ale dane pochodzące zarówno z badań in 
vitro, jak i in vivo sugerują, że pDC bezpośrednio oddziałują 
z mDC, znosząc ich potencjał do tworzenia limfocytów T 
efektorowych. Komórki pDC mogą także stymulować po
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wstawanie limfocytów regulatorowych T, prawdopodobnie 
na drodze zależnej od ICOS-L [33].

Pomimo dow odów  pochodzących z badań prow adzo
nych na zwierzętach, wskazujących na antyalergiczne wła
ściwości pDC, rola tych komórek w przebiegu astmy u ludzi 
wciąż pozostaje niejasna. Wykazano, że stymulacja alerge
nem powoduje wyraźny napływ zarówno pDC, jak i mDC z 
krwi obwodowej do płuc pacjentów z astmą. Sugeruje to, że 
nie tylko mDC, ale także pDC mogą być odpowiedzialne za 
patogenezę astmy u ludzi [36],

K O M Ó R K I  p D C  W  C H O R O B A C H  

A U T O I M M U N I Z A C Y J N Y C H

O znaczeniu regulacji odpowiedzi odpornościowej przez 
pDC mogą świadczyć choroby autoimmunizacyjne, takie 
jak toczeń rumieniowaty lub łuszczyca, u podłoża których 
leży brak prawidłowego działania tych komórek. Toczeń 
rumieniowaty układowy (SLE, ang. systemie lupus erythe
matosus), to systemowa choroba, polegająca na skierowaniu 
odpowiedzi immunologicznej przeciwko własnym tkan
kom, takim jak nerki, centralny układ nerwowy czy skóra. 
Choroba rozwija się wskutek złożonych zaburzeń układu 
immunologicznego, prowadzących do przewlekłego sta
nu zapalnego w  wielu narządach, który często kończy się 
śmiercią. Jednym z symptomów choroby jest podw yż
szone w surowicy miano IFN typu pierwszego oraz auto- 
przeciwciał skierowanych przeciwko własnemu DNA [37], 
Etiologia tocznia nie jest jeszcze w pełni poznana. W jego 
powstaniu mogą uczestniczyć różne czynniki, w tym zaka
żenia wirusowe, które być może stanowią czynnik w yzw a
lający nadm ierną produkcję IF N a/ß . Postuluje się także, że 
kompleksy immunologiczne złożone z DNA pochodzącego 
praw dopodobnie z własnych komórek apoptotycznych i 
z DNA-reaktywnych autoprzeciwciał, mogą stymulować 
pDC do produkcji IF N a /ß  [37], Leukocyty pacjentów cier
piących na  SLE wykazują podwyższoną ekspresję genów 
indukowanych przez IFN typu pierwszego. Taki „interfero
nowy odcisk palca" dobrze zależy od stopnia nasilenia cho
roby. Komórki pDC są uważane za głównych producentów 
IF N a /ß  wr układowym  toczniu rumieniowatym. Ich nagro
madzenie obserwuje się w skórze objętej zmianami choro
bowymi osób cierpiących na SLE.

W stanie homeostazy niedojrzałe mDC wychwytują ciał
ka apoptotyczne i prezentują ich autoantygeny autoreak- 
tywnym  limfocytom bez udziału cząsteczek pomocniczych 
co powoduje, że limfocyty te ulegają apoptozie. U ludzi 
posiadających predyspozycję do SLE często dochodzi do 
nadprodukcji IF N a /p  utrzymującej się przez dłuższy czas, 
która prowadzi do aktywacji niedojrzałych mDC. Konse
kwencją stymulacji mDC przez IF N a /p  jest aktywacja au- 
toreaktywnych limfocytów T, co sprzyja rozwojowi autore- 
aktywnych limfocytów B. IF N a /p  działa nie tylko na mDC, 
ale także bezpośrednio na limfocyty, umożliwiając m.in. 
różnicowanie limfocytów B w komórki plazmatyczne pro
dukujące autoprzeciwciała, które tworzą zawierające kwasy 
nukleinowe kompleksy immunologiczne [37].

D rugim  przykładem  choroby o podłożu  autoim m uno- 
logicznym, w której kluczową funkcję pełnią pDC, jest 
łuszczyca. Ta choroba skóry, rów nież charakteryzuje się 
przew lekłym  stanem  zapalnym , za który odpow iedzia l
ne są p rzede w szystkim  efektorowe limfocyty CD8 oraz 
limfocyty CD4 o profilu T hl, jak rów nież wydzielane 
przez nie cytokiny, takie jak TNFa czy IFNy. Pod w zglę
dem  klinicznym łuszczycę charakteryzuje w zm ożona 
proliferacja i różnicowanie keratynocytów  w naskórku, 
co objawia się zaróżowionym i, płaskimi, grudkam i, po 
krytym i srebrzystą naw arstw iającą się łuską. Komórki 
pDC, a zwłaszcza p rodukow any  przez nie IFNa, w y d a 
je się mieć strategiczne znaczenie dla rozwoju łuszczycy 
[38], Tak jak w przypadku  tocznia, u pacjentów cierpią
cych na łuszczycę pokazano m asyw ne nacieki pDC w 
skórze zmienionej chorobowo. Jednakże, jeśli w toczniu 
g łów nym  czynnikiem  urucham iającym  lub nasilającym 
produkcję IFNa są kom pleksy im m unologiczne zaw iera 
jące DNA gospodarza, w p rzypadku  łuszczycy rolę taką 
w ydają się odgryw ać kom pleksy własnego DNA z pep- 
tydem  antybakteryjnym  LL37 [38], Jak uprzednio  w spo 
m niano, pDC dzięki temu, że posiadają receptory TLR7 
i TLR9, są zdolne do rozpoznaw ania  w irusow ych bądź 
bakteryjnych kw asów  nukleinowych. Komórki pDC nor
m alnie nie odpow iadają  na genom ow e DNA człowieka, 
jednakże w skórze objętej łuszczycą dochodzi do lokal
nej aktywacji pDC pod w pływ em  własnego DNA. Skórę 
zdrow ą od skóry objętej zm ianam i łuszczycowymi od-

Tabela 1. Najw ażniejsze różnice pom iędzy kom órkam i dendrytycznym i człowieka [3,32].

pDC m DC (forma niedojrzała)

Fenotyp

M orfologia

M arkery pow ierzchniow e służące do 
identyfikacji kom órek w e frakcji PBMC

kom órki przypom inające 
kom órki plazm atyczne

CD123, BDCA-2

kom órki o typowej 
dendrytycznej morfologii

C D llc

Obecność receptorów  Toll-podobnych TLR7, TLR9 TLR1-6, TLR8, TLR10

Funkcje

Obecność cytokin  IF N a /p  IL12

Stym ulacja regulatorow ych limfocytów T w  form ie dojrzałej w  form ie niedojrzałej

Zdolność d o  fagocytozy słaba silna
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różnią obecność w tej ostatniej antybakteryjnego p ep ty d u  
LL37, jedynego w ystępującego u ludzi przedstaw iciela  
rodziny katelicydyn — kationowych antybakteryjnych 
pep tydów  ulegających ekspresji w uszkodzonej skórze 
i działających jako natura lne  antybiotyki. LL37, który 
strukturaln ie  przypom ina kationowe, am fipatyczne pep- 
tydy stosowane do transfekcji komórek, gdy jest podany  
w raz z genom ow ym  DNA człowieka, indukuje  pD C do 
produkcji IFNa. Zatem  peptyd  LL37 sprawia, że w łasne 
DNA, norm alnie niezdolne do stymulacji pDC, staje się 
silnym aktyw atorem  tych komórek. LL37 tw orzy  z DNA 
kompleks, w którego u trzym aniu  istotną rolę odgryw ają 
oddziaływ ania  jonowe, zachodzące pom iędzy an ionow y 
mi grupam i fosforanowym i DNA, a kationow ym i am ino 
kw asam i w obrębie LL37. Związanie DNA przez  LL37 
indukuje także agregację cząsteczek DNA. K om pleks 
LL37-DNA aktywuje pDC poprzez receptor TLR9. U w a
ża się, że w ew nątrzkom órkow e umiejscowienie TLR9 w 
endosom ach stanowi formę zabezpieczenia p rzed  s ty m u 
lacją w łasnym  DNA, a jednocześnie ułatw ia rozpoznan ie  
DNA w irusow ego bądź bakteryjnego, które jest u w a ln ia 
ne do endosom ów , w trakcie zakażenia. Do prze łam ania  
wrodzonej tolerancji dochodzi, poniew aż LL37 u m o ż 
liwia w łasnem u DNA przedostanie  się do przedz ia łów  
endosom alnych. Stymulacja TLR9 może p row adzić  albo 
do produkcji IFNa, jeśli zachodzi we wczesnych en d o 
somach, albo do produkcji TN Fa i IL6 oraz do jrzew ania  
pDC, jeśli zachodzi w późnych endosom ach. K om pleks 
LL37 z DNA selektywnie indukuje „transmisję" sygna 
łu przez TLR9 we wczesnych endosom ach i s tym uluje  
pDC do produkcji znacznych ilości IFNa. P o d su m o w u 
jąc, zdolność LL37 do przekształcenia w łasnego D NA w 
czynnik silnie stymulujący produkcję IFNa, zależy od 
jego zdolności do agregacji i zatrzym ania DNA w ew nątrz  
wczesnych przedziałów  endosom alnych, um ożliw iając w 
ten sposób selektywną i d ługotrw ałą  aktywację TLR9 we 
wczesnych endosom ach [38].

PODSUMOWANIE

Przedstawiony opis komórek pDC wskazuje na w yraźne 
różnice pomiędzy tą populacją komórek a mieloidalnymi 
komórkami dendrytycznymi. Najlepiej udokum entow ane 
różnice pomiędzy pDC i mDC człowieka zamieszczono w 
Tabeli 1. Pomimo tego że istniejące doniesienia wskazują na 
pDC, jako na komórki o istotnym znaczeniu w odpow iedzi 
przeciwwirusowej i ważnym  przyczynku do rozwoju nie
których chorób autoimmunizacyjnych, informacje na temat 
pDC są ciągle fragmentaryczne. Jednakże, unikalne cechy 
pDC, takie jak „reaktywność" na niektóre sekwencje DNA, 
sprawia, że gruntowna wiedza na temat tej populacji ko
mórek może zaowocować nowym  spojrzeniem na regulację 
funkcji układu obronnego organizmu.
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Plasmacytoid dendritic cells in pathophysiology of immune responses 
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ABSTRACT
Plasmacytoid dendritic cells (pDC), so named because of histological similarities to antibody-producing plasma cells, comprise a unique  
dendritic cell population. Despite their low numbers in blood they play a key role in anti-viral immunity, mainly through secreting massive 
amounts of type 1 interferon following an engagement of their Toll-like receptors, such as TLR7 and TLR9, by viral nucleic acids. In a mature 
state, pDC display a propensity to present antigens to naive lymphocytes. Through their unique potential to rapidly and efficiently secrete 
type I interferon and serve as antigen presenting cells, pDC are currently considered as one of the major regulators of immune responses.
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Słowa kluczowe: kinazy Src, megakariocyto- 
poeza, megakariocyt, inhibitor kinaz Src

Wykaz skrótów: CFU-Mk (ang. colony forming 
unit-megakaryocyte) — kom órki tworzące kolo
nie megakariocytowe; Mk — megakariocyt(y); 
TPO — trom bopoetyna; c-Mpl — receptor 
TPO; SCF (ang. stem celi factor) — czynnik ko
m órek m acierzystych; PBS — przew lekła bia
łaczka szpikowa

Podziękowanie: A utorki dziękują Panu Rober
towi Ziętkowi za opracowanie graficzne rycin

STRESZCZENIE

B iałka z rodziny kinaz tyrozynowych Src pełnią kluczową rolę w  morfologii, prolifera
cji, ruchliwości i przeżyciu komórek w  procesie megakariocytopoezy. W megakariocy- 

tach (Mk) wykazano obecność sześciu kinaz Src — Fyn, Lyn, Fgr, Hck, Src i Yes. Kinazy Src 
uczestniczą w regulacji megakariocytopoezy indukowanej trombopoetyną. Inhibitory kinaz 
Src mogą być użyteczne jako czynniki indukujące dojrzewanie megakariocytów. Doświad
czenia z wykorzystaniem inhibitorów kinaz Src, prowadzone w hodowli progenitorów me
gakariocytów oraz linii komórkowych o potencjale megakariocytów um ożliw iły poszerzenie 
wiedzy na temat udziału enzymów w  rozwoju megakariocytów. Stosowane inhibitory kinaz 
Src to m.in. rodzina związków pirolo-pirymidynowych, czy inhibitor o szczególnie w yso
kiej selektywności, SU6656. W hodowli ex v ivo  progenitorów megakariocytów obecność in
hibitora hamuje proliferację przy równoczesnej indukcji zmian w morfologii, fenotypie i 
poziomie ploidii świadczących o dojrzewaniu komórek. Inhibitory kinaz Src mogą również  
odgrywać rolę terapeutyczną. Dasatinib, inhibitor kinaz Bcr-Abl/Src, charakteryzuje się w y 
soką aktywnością i indukuje hematologiczną oraz cytogenetyczną odpowiedź u pacjentów 
w  kryzie blastycznej przewlekłej białaczki szpikowej.

WPROWADZENIE -  BIAŁKA RODZINY KINAZ TYROZYNOWYCH Src

Kinaza Src oraz pozostałe enzymy rodziny kinaz tyrozynowych Src pełnią 
rolę w cyklu komórkowym, w proliferacji i przeżyciu komórki, w  morfologii i 
ruchliwości komórki, oraz w procesie onkogenezy [1-8]. Kinazy Src nie posia
dają specyficznych receptorów i są kontrolowane przez receptory integryn, cy- 
tokin, hormonów sterydowych, a także przez receptory związane z białkiem G, 
antygenem czy też Fc. A zatem kinazy Src pośredniczą w przenoszeniu sygnału 
inicjowanego przez niektóre cytokiny (głównie przez interleukiny i interferony), 
antygeny i integryny. Substratami kinaz Src są liczne białka zlokalizowane w 
pobliżu błony komórkowej (np. białka cytoszkieletu, białka Ras, kinaza 3-fosfo- 
inozytolu (PI3K)) i produkty onkogenów komórkowych (np. c-Myc). Rodzina 
kinaz tyrozynowych Src człowieka składa się z 8 białek o masie cząsteczkowej 
55-62 kDa: Blk, Fgr, Fyn, Hck, Lek, Lyn, Src i Yes, które posiadają podobną aran
żację domen enzymatycznych (Ryc. 1). N-końcowy fragment białek Src (50-70 
AA) charakteryzuje się obecnością kwasu mirystynowego (związanego w po
zycji G2), który jest odpowiedzialny za przyłączenie enzym u do wewnętrznego 
listka błony komórkowej. Dalej w kierunku końca C występują dwie regulacyjne 
domeny: SH3 i SH2 oraz domena katalityczna, SH1. Regulacyjna domena SH2 
(-100AA) wiąże się w  swoisty sposób z krótkimi sekwencjami aminokwasowy- 
mi, zawierającymi resztę fosfotyrozyny zarówno w białkach Src, jak również 
w innych białkach w komórce. Natomiast domena SH3 jest złożona z 50 do 60 
reszt aminokwasowych i rozpoznaje sekwencje aminokwasowe bogate w reszty 
proliny. W C-końcowym fragmencie białka Src, w  pozycji 527 w  kinazie pta 
ków i 508 w kinazie człowieka, znajduje się reszta tyrozyny, która może ulegać 
odwracalnej fosforylacji. Fosforylacja reszty tyrozyny w tej pozycji utrzymuje 
aktywność kinazy na niskim poziomie, a jej defosforylacja zwiększa aktywność 
kinazową. v-Src, białko wirusa, jest kodowane przez onkogen wirusa mięsaka 
Rousa ptaków, natomiast komórkowy homolog Src jest kodow any przez fizjo
logiczny gen, pierwszy z poznanych protoonkogenów. Geny kinaz Src ulegają 
ekspresji prawie we wszystkich komórkach, jednak w mózgu, osteoklastach i 
płytkach krwi ulegają ekspresji na 5-200 razy wyższym poziomie niż w innych 
komórkach. Białka z rodziny kinaz Src pełnią kluczową rolę w morfologii, pro 
liferacji, ruchliwości oraz przeżyciu komórek w procesie megakariocytopoezy, a 
także w procesie trombopoezy oraz w  aktywacji płytek krwi.

MEGAKARIOCYTOPOEZA

Megakariocytopoeza jest wieloetapowym procesem (Ryc. 2), w  którym z wie- 
lopotencjalnej komórki pnia powstają dojrzałe megakariocyty, które w procesie 
trombopoezy uwalniają płytki [9]. Zidentyfikowano szereg komórek prekurso-
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'kwas mirystynowy

miejsce negatywnej 
regulacji

Rycina 1. Schemat b udow y  białka rodziny kinaz tyrozynow ych Src.

rowych układu megakariocytowego. Najbardziej pierwotną 
komórką tego szeregu jest komórka o dużym  potencjale 
proliferacyjnym, tworząca kolonie megakariocytowe in vi
tro (HPP-CFU-Mk). Następnie pojawiają się dwie klasy pre
kursorów megakariocytów: młodsze BFU-Mk (ang. burst 
forming unit-megakaryocyte) oraz bardziej dojrzałe CFU-Mk 
(ang. colony forming unit-megakaryocyte). Na komórkach pre- 
kursorowych jest obecny antygen CD34 charakterystyczny 
dla komórek macierzystych. W trakcie dalszego rozwoju i 
proliferacji komórek prekursorowych pojawiają się nastę
pujące formy megakariocytów: megakarioblasty, prome- 
gakariocyty, megakariocyty ziarniste oraz megakariocyty 
dojrzałe, które wykazują obecność specyficznych glikopro- 
tein płytkowych. Glikoproteina Iłb/IIIa (CD41a), receptor 
dla fibrynogenu, czynnika von Willebranda, fibronektyny i 
vitronektyny, jest obecna na powierzchni megakariocytów 
i płytek krwi. Antygen CD41a jest wczesnym markerem 
progenitorów megakariocytów, który pojawia się w proce
sie megakariocytopoezy na etapie CFU-Mk [10]. Antygen 
CD42b, integralna podjednostka a  glikoproteiny Ib (Gplb), 
jest późniejszym markerem, który pojawia się na bardziej 
dojrzałych komórkach megakariocytów [11]. Kompleks 
GpIb-GpIX jest płytkowym receptorem dla czynnika von 
Willebranda i bierze udział w adhezji płytek do naczynio
wego śródbłonka. Glikoproteina Gplb jest również recep
torem wiążącym trombinę. Megakarioblast posiada duże 
jedno- lub dw upłatow e jądro z widocznymi jąderkami, a 
jego cytoplazma wykazuje znaczny stopień zróżnicowania. 
W cytoplazmie obecne są dw a typy ziarenek oraz struktu

BFU-MK C FU -M K  prom egakarioblast  m egakariob last  prom egakariocyt  m egakariocyt

Rycina 2. Schemat m egakariocytopoezy z uw zględnieniem  syntezy antygenów  powierzchniowych: CD34, CD41a oraz CD42b.

ry błonowe mające związek z błoną komórkową, tworzące 
zespół błona rozdzielających cytoplazmę (DMS, ang. demar- 
cation membrane system). DMS jest ultrastrukturą charakte
rystyczną tylko dla megakariocytów. Promegakariocyt (14 
— 30 pm) posiada jądro w kształcie podkowy, a system 
DMS ulega znacznemu rozwinięciu i powstają „pola płyt
kowe", wyznaczające wielkość i kształt przyszłych płytek. 
Dojrzały megakariocyt, o średnicy powyżej 40 pm, posiada 
wielopłatowe jądro, liczne ziarnistości i organelle komór
kowe. Na obrzeżach komórki widoczne są odsznurowujące 
się płytki krwi. Fragmentacja megakariocytów prowadzi 
do oddzielenia dużych fragmentów zwanych propłytkami, 
które ulegają podziałom na pojedyncze płytki. Pojedynczy 
dojrzały megakariocyt człowieka tworzy od 2000 do 5000 
płytek krwi [9,10,12], Megakariocyty są unikalnymi komór
kami hematopoetycznymi nie tylko ze względu na ich wiel
kość, średnica komórki może osiągać nawet 100 pm  oraz na 
obecność zespołu błon rozdzielających cytoplazmę (DMS) 
ale również na obecność dużego, poliploidalnego jądra (na
wet o 128N), powstającego w wyniku endomitozy. Komór
ki prekursorowe Mk rozwijają się i podlegają podziałom 
mitotycznym do stadium promegakarioblastu a następnie 
po przejściu do przedziału megakariocytów, różnicują się 
i dojrzewają. Na tym właśnie etapie ukierunkowane ko
mórki megakariocytopoezy zatrzymują podziały mitotycz- 
ne i kontynuują repłikację DNA. W endomitozie kolejnym 
cyklom replikacyjnym DNA nie towarzyszy rozchodzenie 
się chromosomów, nie zachodzi podział jądra, ani cytoki- 
neza. Endomitoza prowadzi do zwielokrotnienia liczby 
chromosomów w komórce. W wyniku podziałów endomi- 
totycznych powstają jądra o ploidii 4N, 8N, 16N, 32N, 64N 
a nawet 128N. Dojrzewanie cytoplazmy w progenitorach 
megakariocytów poprzedza uzyskanie przez komórki okre
ślonego stopnia ploidalności. Kluczową cytokiną regulującą 
endomitozę jest trombopoetyna. Innym cytokinom, jak np. 
interleukinie 6 (IL-6) czy chemokinie SDF-1, przypisuje się 
wpływ na wzrost ploidii megakariocytów [9,10,12],

W ostatnich latach zidentyfikowano szereg cytokin i 
krwiotwórczych czynników wzrostowych, stymulujących 
proliferację i dojrzewanie prekursorów megakariocytów,

endomitozę i w kon- 
--------------------------------------------------  sekwencji powsta

wanie płytek na 
drodze fragmentacji 
cytoplazmy mega
kariocytów [9,13,14]. 
Aktywność czynni
ka stymulującego 
megakariocyty po
siada interleukina-3 
(IL-3), interleuki- 
na-6 (IL-6), czynnik 
stymulujący kolonie 
granulocytarno-ma- 
krofagowe (GM- 
CSF), interleukina- 
11 (IL-11), czynnik 
komórek macierzy
stych (SCF), ery- 
tropoetyna (EPO) 
i trombopoetyna

płytki
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(TPO). Inne cytokiny, jak interleukina-1 (IL-1) czy hamujący 
czynnik białaczkowy (LIF), modulują uwalnianie płytek w 
skojarzeniu z innymi cytokinami płytkotwórczymi. Jednak 
tylko trombopoetyna posiada aktywność specyficzną dla 
megakariocytów [15].

AKTYWACJA KINAZ Src NA SZLAKU 
SYGNAŁOWYM TROMBOPOETYNY

Trombopoetyna jest syntetyzowana w wątrobie jako 
białko prekursorowe, zbudow ane z 353 reszt am inokwa
sowych, o masie cząsteczkowej 36 kDa [16]. Po odłączeniu 
peptydu sygnałowego, składającego się z 21 reszt amino
kwasowych, białko ulega glikozylacji i ostatecznie powstaje 
glikoproteina o masie cząsteczkowej 80-90 kDa, która jest 
uwalniana do krwiobiegu. Glikozylacja jest niezbędną po- 
translacyjną modyfikacją trombopoetyny warunkującą sta
bilizację białka oraz przedłużenie okresu półtrwania. Gen 
kodujący trombopoetynę ulega ekspresji głównie w paren- 
chymalnych komórkach wątroby oraz w małych ilościach 
w nerkach, mięśniach szkieletowych, sercu, mózgu, śle
dzionie, jądrach i w szpiku kostnym. Trombopoetyna jest 
najważniejszym czynnikiem wpływającym na dojrzewanie 
megakariocytów, pomnażając ich liczbę, zwiększa endo- 
reduplikację i ploidalność jądra oraz ułatwia fragmentację 
megakariocytów i tworzenie propłytek [16]. Trombopoety
na jest niezbędną hematopoetyczną cytokiną, która reguluje 
megakariocytopoezę poprzez receptor c-Mpl, który jest pro
dukowany przez hematopoetyczne komórki macierzyste i 
megakariocyty [17]. c-Mpl należy do rodziny receptorów 
cytokin typu I, które nie posiadają wewnętrznej aktyw
ności kinazy tyrozynowej. Receptor c-Mpl, po związaniu 
trombopoetyny, ulega dimeryzacji tworząc homodimer i 
aktywuje towarzyszące mu białka z rodziny kinaz Janus

Rycina 3. Schemat szlaku sygnalizacyjnego trom bopoetyny (TPO). Przedstaw io
no trzy główne drogi p rzekazyw ania sygnału: JAK2-Ras-Raf-MAPK(ERK), JAK2- 
STAT3/STAT5 oraz PI3K-Akt, które są aktyw ow ane w  w yniku przyłączenia TPO 
do receptora c-Mpl.

(JAK) [18]. Kinaza JAK2 jest krytyczna dla rozwoju mega
kariocytów, fosforyluje ona czwartą resztę tyrozyny w cy- 
toplazmatycznej domenie c-Mpl (Y112). JAK2 uczestniczy 
w aktywacji szlaku przekazywania sygnału JAK/ST AT 
(ang. signal transducer and activator of transcription), a także 
białka R as/białka Raf/M APK (ang. mitogen activated prote
in kinases) [19]. Droga JAK/STAT jest niezbędna w procesie 
proliferacji stymulowanej trombopoetyną, podczas gdy ak
tywacja MAPK pobudza różnicowanie komórek, szczegól
nie podczas długotrwałej aktywacji. Aktywacja obu dróg 
JAK/STAT i MAPK przez trombopoetynę została dobrze 
udokum entow ana, zarówno w liniach komórkowych, jak 
i w  pierwotnych komórkach. Rodzina kinaz Src jest akty
wowana na skutek oddziaływania trom bopoetyna/c-M pl
[4] (Ryc. 3). Do substratów, które są fosforylowane przez 
kinazy Src należą receptory oraz białka ST AT. Uważa się, 
że za aktywację STAT3 i STAT5 są odpowiedzialne raczej 
kinazy Src niż kinazy JAK. Kinazy Src regulują indukow a
ną przez trombopoetynę proliferację i megakariocytopoezę, 
praw dopodobnie poprzez ograniczenie czasu trwania i in
tensywności aktywacji MAPK. Kinazy Src modyfikują pro 
liferację indukow aną przez trombopoetynę, regulując cykl 
komórkowy podczas megakariocytopoezy. SCF jest jedną 
z najważniejszych cytokin podczas hematopoezy, regulują
cych proliferację i przeżycie komórek macierzystych i pro- 
genitorowych. Pomimo że sam SCF nie warunkuje tworze
nia kolonii megakariocytowych, to jednak ujawnia on silne 
działanie synergistyczne w procesie megakariocytopoezy, 
prowadzonej w  obecności trombopoetyny [20]. Stymulacja 
komórek linii M 07-e trombopoetyną powoduje aktywację 
STAT5, która wzrasta 1,6-krotnie w wyniku równoczesnej 
stymulacji trombopoetyny i SCF, podczas gdy sam SCF nie 
indukuje transkrypcyjnej aktywności STAT5. JAK2 oraz ki
nazy Src pośredniczą w fosforylacji reszty tyrozyny STAT5. 
Równoczesna aktywacja JAK2 i kinaz Src może uczestni
czyć we wzmocnieniu sygnału STAT5 w obecności trom bo
poetyny i SCF. Receptor dla SCF, c-kit, należy do rodziny 
receptorów o aktywności kinaz tyrozynowych i ulega au- 
tofosforylacji podczas wiązania SCF, w rezultacie aktywuje 
wiele białek sygnałowych, takich jak PI3K, kinazy Src, She, 
Grb2, Grb7 oraz Ras [20],

KINAZY Src W MEGAKARIOCYTACH

W procesie megakariocytopoezy ważną rolę odgrywają 
białka z rodziny kinaz Src. Lannutti i wsp. [21] jako pierwsi 
zidentyfikowali, które z białek rodziny kinaz tyrozynowych 
Src są obecne w  megakariocytach. Uzyskanymi wynikami 
potwierdzili obecność sześciu kinaz Src: Fyn, Lyn, Fgr, Hck, 
Src i Yes ( Fyn, Lyn > Src, Yes, Fgr, Flek) w  megakariocytach, 
ale tylko dwie z nich, Fyn i Lyn, wyróżniały się wysokim 
poziomem syntezy. W wybranych dniach hodowli komórek 
CD34+/CD38'°, izolowanych ze szpiku kostnego, poddanych 
ekspansji w m edium  promującym megakariocytopoezę, ba
dano ekspresję genów rodziny kinaz Src. Nie zaobserwowa
no ekspresji genów Blk i Lek. W 10 dniu hodowli obserwo
wano zmiany w poziomie ekspresji genu Fyn 6-krotne, Lyn 
1,2-krotne, Yes 1,7-krotne, Src 1,5-krotne, Fgr 0,4-krotne oraz 
Hck 0,3-krotne w stosunku do zerowego dnia hodowli. Na 
uwagę zasługuje fakt, że tylko Fyn ulega znaczącej ekspresji 
podczas różnicowania megakariocytów. W hodowli izolo
wanych ze szpiku megakariocytów, po stymulacji trombo-
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Rycina 4. S truktura chem iczna w ybranych inhibitorów  kinaz tyrozynow ych Src: 
PP1, PP2 i SU6656.

poetyną, aktywność Fyn wzrosła w komórkach 6-krotnie a 
Lyn 5-krotnie, co dodatkowo potwierdziło istotną rolę Fyn i 
Lyn w procesie megakariocytopoezy. Obecność trombopo- 
etyny w hodowli in vitro nie miała wpływ u na aktywność 
pozostałych czterech kinaz Src. A zatem trombopoetyna se
lektywnie aktywuje Fyn i Lyn w pierwotnych komórkach 
megakariocvtów [21].

INHIBITORY KINAZ Src W PROCESIE DOJRZEWANIA 
PROGENITORÓW MEGAKARIOCYTÓW

Kinazy Src są regulatorami megakariocytopoezy induko
wanej trombopoetyną. Kinazy Src hamują proliferację, róż
nicowanie i dojrzewanie progenitorów megakariocytów. A 
zatem inhibitory kinaz Src mogą być użyteczne jako czyn
niki indukujące różnicowanie megakariocytów. Znane i sto
sowane pirolo-pirymidynowe inhibitory kinaz Src, takie jak 
PP1, PP2 (Ryc. 4) lub A-419259, hamują aktywność nie tylko 
kinaz Src, ale również wykazują specyficzność do receptora 
płytkowego czynnika wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived 
growth factor) [22], Natomiast inhibitor nowszej generacji, 
SU6656 (Ryc. 4), związek o niskiej masie cząsteczkowej, w y
kazuje wysoką efektywność oraz selektywność w stosunku 
do Src oraz innych przedstawicieli rodziny Src, takich jak 
Fyn, Yes, Lyn, natomiast znacznie słabiej hamuje Lek [23], 
Zarówno PP1, PP2, jak i SU6656 współzawodniczą z sub- 
stratem, ATP, o miejsce wiązania w domenie katalitycznej 
kinazy [24], Lannutti i wsp. [25] wykazali efekt działania 
inhibitora kinaz Src, SU6656, na dojrzewanie m egakario
cytów. W obecności SU6656 obserwowano zaham owanie 
podziałów komórek linii megakariocytowej UT-7/TPO, 
przy jednoczesnej kontynuacji akumulacji DNA w procesie 
endomitozy. Inhibitor stymulował także wzrost ekspresji 
antygenu CD41(GpIIb) oraz CD61(GpIIIa). Podobny efekt 
na proliferację, poliploidyzację i różnicowanie komórek był 
obserwowany w hodowlach linii komórkowych posiadają
cych potencjał megakariocytów innych niż UT-7/TPO oraz 
w czasie ekspansji ex vivo megakariocytów ze szpiku kostne
go pacjentów z zespołem mielodysplastycznym (MDS) [25], 
A zatem SU6656 jest użyteczny, nie tylko jako czynnik in
dukujący różnicowanie megakariocytów, ale również może 
być stosowany w badaniach prowadzących do zrozumienia 
molekularnych podstaw  endomitozy megakariocytów. Wil
son i wsp. [22] wykazali, że obecność inhibitorów PP2 i A- 
419259 w hodowli komórek linii przewlekłej białaczki szpi
kowej (PBS), posiadających chromosom Philadelphia (Ph), 
takich jak: K562 i Meg-01, hamuje proliferację oraz indukuje 
apoptozę komórek. PP2 i A-419259, stosowane w  tych sa
mych stężeniach, nie miały jednak wpływ u na namnażanie 
i żywotność komórek linii białaczkowych, które nie posia
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dają chromosomu Ph: TF-1 i HEL. Chromosom Philadelphia 
powstaje w wyniku wzajemnej translokacji długich ramion 
chromosomów 9 i 22 (9q+;22q-). Następstwem tego jest po
wstanie patologicznego genu Bcr/Abl, który koduje białko 
p210, wykazujące nieprawidłową, zwiększoną aktywność 
kinazy tyrozynowej. Przyjmuje się, że właśnie ekspresja 
genu kinazy Ber/ Abl jest podstaw ow ym  czynnikiem trans
formacji nowotworowej w przewlekłej białaczce szpikowej 
(PBS) [26]. Lannutti i wsp. [27] zaobserwowali, że w  ho
dowlach komórek izolowanych ze szpiku kostnego myszy 
w obecności PP1 pojawiało się więcej dojrzałych megakario
cytów o podwyższonej ploidii jądra.

Przeprowadzono również analizę działania inhibitora ki
naz Src, SU6656, na progenitory megakariocytów uzyskane 
w hodowli in vitro z komórek CD34+ izolowanych z krwi 
pępowinowej [28]. Inhibitor hamował proliferację oraz in
dukował zmiany w morfologii, fenotypie i ploidii komórek 
wskazujące na dojrzewanie progenitorów megakariocytów. 
W 4 dniu hodowli, w obecności SU6656, obserwowano 
większe komórki z licznymi ziarnistościami i dużymi jądra
mi, w porównaniu z hodowlą kontrolną bez inhibitora. Jed
nocześnie odsetek komórek CD34+ był czterokrotnie niższy 
(kontrola — 23%, SU6656 — 6%), natomiast odsetek komó
rek CD41a+, CD42b+ i CD184+ (CXCR4, receptor dla SDF- 
1) był wyższy, odpowiednio, o 21%, 8% i 14%, w obecności 
SU6656. Obserwowano również wyższy odsetek komórek 
o fenotypie CD41a+ z podwyższoną ploidią w obecności 
inhibitora. Jednak prezentowane dane poziomu ploidii w 
progenitorach megakariocytów z krwi pępowinowej [28], w 
porównaniu z wynikami badań przeprowadzonych na pro
genitorach megakariocytów ze szpiku kostnego [25], wska
zują na słabszą indukcję endomitozy w obecności SU6656 w 
komórkach z krwi pępowinowej. Wiadomo, że w hodowli 
in vitro progenitory megakariocytów uzyskane z krwi pępo
winowej wykazują niższą ploidię w porównaniu z megaka- 
riocytami ze szpiku kostnego [29],

Analiza komórek Meg-01 eksponowanych na działanie 
inhibitora kinaz Src, SU6656, potwierdziła indukcję różni
cowania badanych komórek [28]. Hamowanie proliferacji 
ze spadkiem ekspresji antygenu CD71 (receptor transferyny 
obecny na proliferujących komórkach), pojawianie się du 
żych komórek z wielopłatowym jądrem wskazującym na 
indukcję endomitozy, poliploidyzacja jądra, wzrost syntezy 
antygenu CD41a, jednoznacznie świadczą o dojrzewaniu 
megakarioblastów Meg-01 w obecności SU6656. Uzyskane 
wyniki są zgodne z danymi literaturowymi dla komórek 
linii Meg-01 hodowanych w obecności inhibitorów kinaz 
Src, takich jak PP2 i A419259 [22] oraz dla innych linii ko
m órkowych o potencjale megakariocytów hodowanych w 
obecności SU6656 [25],

UDZIAŁ INHIBITORA KINAZ Src,
SU6656, W TROMBOPOEZIE

Gandhi i wsp. [30] przedstawili wyniki potwierdzające 
udział inhibitora kinaz Src, SU6656, w procesie trombopoezy 
in vitro. Badania przeprow adzono na megakariocytowej linii 
komórkowej, UT-7/TPO oraz na niedojrzałych pierwotnych 
megakariocytach człowieka. Po 6 dniach, w obecności trom- 
bopoetyny i SU6656, obserwowano wzrost ploidii komórek 
oraz zapoczątkowanie uwalniania fragmentów komórek
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podobnych do płytek. Fragmenty nie agregowały sponta
nicznie, jednak szybko agregowały w odpowiedzi na każdy 
ze standardowych agonistów: kolagen, kwas arachidowy, 
ADP i epinefrynę. Po 72 godzinach ekspozycji na SU6656, w 
pierwotnych progenitorach megakariocytów obserwowano 
powstawanie systemu błon demarkacyjnych, ziarnistości 
gęstych oraz fragmentów podobnych do płytek. Uwalniane 
fragmenty megakariocytów funkcjonalnie były podobne do 
płytek krwi z wykluczeniem spontanicznej agregacji. Auto
rzy udokumentowali udział SU6656 nie tylko w różnicowa
niu megakariocytów, ale również w trombopoezie in vitro
[30]. Kinazy Lyn i Fyn odgrywają rolę w  aktywacji płytek 
krwi, uczestnicząc w fosforylacji y-łańcucha Fc-receptora 
podczas aktywacji glikoproteiny VI (GpVI) przez kolagen 
[7], Lyn pośredniczy również w  aktywacji płytek induko
wanej y-trombiną [7],

MYSZY Lyti(-/-) W BADANIACH ROLI 
KINAZY Lyn W MEGAKARIOCYTACH

Badania prowadzone na liniach komórkowych wykazały, 
że kinaza Lyn jest negatywnym  regulatorem indukowanej 
trombopoetyną proliferacji. Uzyskane wyniki zachęciły do 
dalszych badań enzymu w procesie megakariocytopoezy, 
tym razem obiektem badań były myszy knock-out pozba
wione genu białka Lyn (lyn(-/-)) [31], Zaobserwowano, że 
ze szpiku kostnego myszy lyn(-/~) jest uwalnianych więcej 
komórek o fenotypie megakariocytów, wykazujących obec
ność charakterystycznych antygenów powierzchniowych: 
CD41 i c-Mpl, w porównaniu z myszami dzikiego szczepu. 
W szpiku myszy zmodyfikowanych genetycznie obser
w owano również więcej CFU-Mk. Podczas indukowanej 
trombopoetyną ekspansji in vitro komórek macierzystych 
izolowanych ze szpiku myszy lyn(-/~) wzrosła wielokrotnie 
liczba dojrzałych megakariocytów wraz ze wzrostem pozio
mu ploidii komórek. Analiza histologiczna szpiku kostnego 
i śledziony myszy \yn(-/~) wykazała wzrost liczby megaka
riocytów. Stymulacja trombopoetyną komórek megakario
cytów izolowanych z myszy lyn(-/~) nie miała wpływ u na 
poziom fosforylacji: JAK2, STAT3, STAT5 i MEK (MAPK). 
W megakariocytach lyn(-/-) obserwowano podwyższo
ną aktywność kinaz Erk 1 /2  (MAPK) i Akt. Potwierdzono 
również redukcję fosforylacji tyrozyny w fosfatazie inozy
tolu, SHIP. Wyniki jednoznacznie potwierdziły, że kinaza 
Lyn jest negatywnym regulatorem sygnału trombopoetyny

[31].

PODSUMOWANIE

Jak już wspominano, aktywacja rodziny białek kinaz ty- 
rozynowych Src odgrywa istotną rolę w wielu procesach 
życiowych komórki. Wykazanie obecności kinaz Src w 
megakariocytach i poznanie udziału kinaz Src w  procesie 
megakariocytopoezy wzbogaciło wiedzę na temat kontro
li rozwoju megakariocytów. Wykazano, że inhibitory ki
naz Src mogą być użyteczne, nie tylko w badaniu procesu 
megakariocytopoezy kontrolowanej przez kinazy Src, ale 
również jako czynnik indukujący dojrzewanie megakario
cytów. W ostatnich latach wykazano, że inhibitory kinaz 
Src mogą również odgrywać rolę terapeutyczną. I tak, na 
przykład, lek Dasatinib, podwójny inhibitor kinaz Bcr-Abl/ 
Src, jest nie tylko inhibitorem kinazy Bcr/Abl, ale również
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rodziny kinaz Src [32], Dasatinib jest wysoce aktywny i in
dukuje hematologiczną oraz cytogenetyczną odpow iedź u 
pacjentów w kryzie blastycznej PBS. Do grupy podwójnych 
inhibitorów Bcr-Abl/Src należą również Bosutinib (SKI- 
606), INNO-406, PD166326, PD173955, PD180970, AP234664 
oraz AZD0530, których zastosowanie zarówno w  leczeniu 
zespołów mieloproliferacyjnych, jak i innych chorób now o
tworowych jest w fazie badań klinicznych [26,33].
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ABSTACT
Src family protein tyrosine kinases play key roles in cell morphology, proliferation, motility, and survival in megakaryocytopoiesis. Six of Src 
family kinases (Fyn, Lyn, Fgr, Hck, Src and Yes), are present in megakaryocytes (Mks). Src kinases are negative factors of megakaryocytopoi
esis induced by thrombopoietin. The inhibitors of Src kinases might be useful as agents inducing maturation of Mks. The experiments with 
inhibitors of Src kinases used in culture of Mk progenitors and potential megakaryocyte cell lines gave new information about the role of 
Src kinases in the development of Mks. The pyrrolo-pyrimidyne reagents family and highly selective inhibitor, SU6656, are known and used 
inhibitors of Src kinases. The presence of inhibitor in ex v ivo  culture of Mk progenitors blocks proliferation and simultaneously induces the 
changes in cell morphology, phenotype and ploidy level, indicating the maturation of the cells. The inhibitors of Src kinases also might play 
the therapeutic role. Dasatinib, dual Bcr-Abl/Src kinase inhibitor, is of high activity and induces hematologic and cytogenetic responses in 
patients with chronic myelogenous leukaemia in blast crisis.
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STRESZCZENIE

Sekwencje telomerów to zlokalizowane na końcach chromosomów, bogate w  guaninę po
wtórzenia, pełniące funkcje ochronne. Z każdym podziałem komórki ulegają one skró

ceniu, stanowiąc tym samym swoisty zegar molekularny ograniczający liczbę podziałów. 
Telomerowe DN A  może jednak podlegać odbudowie przy udziale telomerazy (polimerazy 
zależnej od RNA), co zapewnia komórkom nieograniczony potencjał proliferacyjny. W ko
mórkach nowotworowych wykazano znaczną aktywność telomerazy, przy czym w prawidło
wych komórkach somatycznych jest ona niewykrywalna. Z tego względu enzym ten stał się 
atrakcyjnym celem dla terapii przeciwnowotworowej. Obecnie najbardziej obiecującą meto
dą modulacji aktywności telomerazy jest interferencja RNA. W wielu badaniach, ukierun
kowując siRNA na różne podjednostki telomerazy (najczęściej hTERT), udało się uzyskać 
znaczący spadek syntezy i aktywności tego enzymu, a w  rezultacie zahamować proliferację 
komórek. Jak wykazano, jest to metoda zarówno efektywna, jak i specyficzna, ale wym a
gająca jeszcze optymalizacji warunków. Terapia z wykorzystaniem siRNA skierowanego  
przeciwko genom kodującym elementy kompleksu telomerazy może być rodzajem terapii 
wspomagającej w  leczeniu nowotworów.

WPROWADZENIE

Telomeraza, enzym odpowiedzialny za wydłużanie telomerów, została od 
kryta i opisana w 1985 roku u Tetrahymena thermophila. Podczas intensywnych 
badań aktywności tego enzym u stwierdzono brak lub niewielki poziom jego 
aktywności w  większości prawidłowych komórek człowieka. Jak wykazano jed
nak, niemal 90% komórek nowotworowych charakteryzuje się wysoką jej ak
tywnością. Wielokierunkowość badań nad funkcją i mechanizmami działania 
telomerazy cały czas się poszerza i wynika z ogromnego znaczenia enzym u dla 
przewidywania i przebiegu chorób nowotworowych. Ogromne nadzieje wiąza
ne są z możliwością kontroli ekspresji genu kodującego telomerazę i aktywności 
telomerazy jako kluczowego czynnika dla rozwoju nowotworów, w związku z 
czym wiele ośrodków badawczych zajmuje się problematyką regulacji aktyw 
ności tego enzym u za pośrednictwem mechanizmu interferencji RNA. Mimo 
obiecujących rezultatów świadczących o możliwości regulacji ekspresji genu 
i aktywności enzymu, nadal pozostaje wiele istotnych pytań i problemów do 
tyczących doboru właściwego wektora, a także sposobu dostarczenia i rodzaju 
cząsteczki siRNA do komórki nowotworowej. Problem efektywności działania 
siRNA dotyczy również wyboru docelowej podjednostki kompleksu telomera
zy, której wyciszenie przyniosłoby najsilniejszy i najbardziej specyficzny efekt, 
co stanowi obecnie przedmiot intensywnych badań.

TELOMERY -  MOLEKULARNA KLEPSYDRA

Pierwszych obserwacji telomerów dokonali już w  latach trzydziestych nie
zależnie Muller i McClintock [1], Te dynamiczne struktury zlokalizowane na 
końcach chromosomów pełnią kluczową funkcję w utrzym aniu spójności ge
nomu Eukaryota: zapobiegają utracie informacji genetycznej w czasie replikacji 
(problem replikacji końca), chronią chromosomy przed fuzją, działaniem egzo- 
nukleaz oraz nieprawidłową rekombinacją [1-3].

Telomery zbudow ane są z wielokrotnych (150-2000) powtórzeń motywów 5'- 
TTAGGG-3', połączonych z białkami wiążącymi telomery (TBP, ang. telomerase 
bindingproteins) [1-6], Początkowo zakładano, że telomery mają budowę liniową i 
przyjmują postać dwuniciowej struktury z wystającym, jednoniciowym końcem 
3' bogatym w guaninę [5]. Jak jednak wykazano podczas szczegółowych badań 
tych struktur, telomery posiadają bardziej złożoną konformację przestrzenną, 
ukonstytuowaną w postaci pętli, odcinków jedno-, dw u- oraz wieloniciowych 
cząsteczek DNA [3]. Podstawowymi elementami struktury telomerów są: za
chowana w ewolucji pętla t oraz mniejsza pętla D. Istotne znaczenie w procesie 
formowania tych pętli odgrywają białka z grupy TBP: TRF1 i TRF2 (ang. telome-
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re repem factor 1 i telomere repeat factor 2) [3,5,7,8]. W iadomo 
również, iż w obrębie telomerów występują struktury czte- 
roniciowe, tzw. tetrapleksy, powstające wskutek oddzia
ływań czterech reszt guaninowych, tworzących tetradę-G, 
czyli pcdstawową jednostkę tetrapleksów [9].

Główną przyczyną skracania telomerowego DNA jest 
tzw. „problem replikacji końca", opisany już przez Jamesa 
W atsom [5], Jak wykazano, podczas każdego podziału ko
mórki dochodzi do utraty sekwencji telomerowej o długości 
ok. 50-200 pz [10], co w rezultacie prowadzi do ogranicze
nia liczby podziałów komórki i jej starzenia [1,4,8]. Związek 
skracania telomerów z procesem starzenia komórek po
twierdziły badania u osób z zespołem Wernera oraz Hut- 
chinsona-Gilforda (formy progerii), u których stwierdzono 
znaczne skrócenie tych struktur [8], Jak wykazano, długość 
telomerów działa niczym w ewnątrzkom órkowy zegar, któ
ry stancwi swoisty sygnał informujący komórkę o przekro
czeniu przez nią krytycznej liczby podziałów (limit Hay- 
flick'a) 1,5,11], W skutek skrócenia telomerów dochodzi do 
zaburzenia ich struktury, co wynika z utraty możliwości 
utworzenia pętli t. Równocześnie dochodzi też do skrócenia 
kodującej sekwencji DNA, zlokalizowanej w obrębie końca 
chromosomu, co jest skutkiem utraty telomerów. W konse
kwencji dochodzi do licznych aberracji, a w  końcu do za
trzymania podziałów — komórka wchodzi w fazę spoczyn
ku lub jest kierowana na drogę apoptozy [2,4,5,8,12,13].

ZATRZYMAĆ ZEGAR

Nieśmiertelność, czyli możliwość nieograniczonej liczby 
podziałów zapewnia komórce nie tyle długość telomerów, 
co ich stabilizacja na poziomie pozwalającym ochronę se
kwencji kodujących DNA. W komórkach nowotworowych 
telomery zazwyczaj są krótsze niż w  komórkach praw i
dłowych, ale jednocześnie wysoka aktywność telomerazy 
utrzymuje ich długość na stałym poziomie, nie dopuszcza
jąc do utraty informacji zawartych w DNA i umożliwia dal
sze podziały komórkowe [2,7,14-16].

Telomeraza wykazuje aktywność RNA zależnej polime
razy DNA i posiada zdolność dobudow yw ania telomero- 
wych powtórzeń, przez co przyczynia się do utrzymania 
długości telomerów. Może ona także tworzyć nowe zakoń
czenia złamanych chromosomów w procesie tzw. „leczenia 
chromosomów" [1,16]. Większość prawidłowych komórek 
człowieka wykazuje bardzo niską aktywność telomerazy (z 
wyjątkiem komórek rozrodczych, macierzystych, aktywo
wanych limfocytów oraz komórek krypt jelitowych). Jej w y
soka aktywność jest natomiast charakterystyczna dla okre
su embrionalnego oraz dla komórek nowotworowych (ok. 
90% z nich wykazuje aktywność telomerazy) [16-19], W yka
zano, że pojawienie się lub wzrost aktywności telomerazy 
jest ważnym, a nawet kluczowym etapem dla kontynuacji 
podziałów komórkowych w procesie nowotworzenia [20], 
Należy jednak zachować ostrożność w określaniu przyczy
nowo-skutkowych zależności między aktywnością telome
razy a procesem nowotworowym, bowiem jej aktywność 
wykazano zarówno w  komórkach o łagodnych procesach 
rozrostowych (przerost stercza, zapalny przerost tarczycy, 
gruczolakowłókniaki piersi), jak i w nowotworach złośli
wych [21], Aktywność telomerazy wzrasta bardzo wcześnie

w nowotworach gruczołu piersiowego, głowy i szyi, płuc, 
skóry oraz wątroby. Wzrost ten jednak następuje w sposób 
wtórny względem procesu nowotworzenia. Zgodnie z tym 
mechanizmem najpierw w wyniku inicjacji kancerogene- 
zy komórka wchodzi w proces nowotworzenia, a dopiero 
później, pomimo uszkodzeń w DNA, nie jest kierowana do 
apoptozy, lecz wtórnie przywracana jest aktywność telo
merazy. Aktywność enzymu wzrasta z kolei późno w no
wotworach jelita, tarczycy i trzustki. Stwierdzono również, 
że pojawienie się aktywności telomerazy wskazuje jedynie 
na potencjalne istnienie nowotworu i nie zawsze jest z nim 
jednoznaczne [20], co wynika ze złożoności wieloczynniko- 
wego procesu nowotworzenia. Z drugiej strony wykazano, 
że poziom ekspresji genu i aktywności telomerazy może 
współzależeć od ekspresji onkogenów, ale także może przy
czyniać się do hamowania ekspresji genów supresorowych, 
indukując proces nowotworowy w komórkach nabłonko
wych i fibroblastach [16]. Biorąc pod uwagę rezultaty do
tychczasowych badań, słuszne wydaje się więc przyjęcie 
tezy, że telomeraza może być postrzegana jako marker pro
liferacji, ale i samego procesu nowotworzenia [21],

Wykazano, że istnieje alternatywny mechanizm w ydłu
żania telomerów, w którym nie uczestniczy telomeraza 
[3,5]. Choć wykazano niską aktywność telomerazy w nie
których prawidłowych komórkach somatycznych, sugeruje 
się funkcjonowanie w tych komórkach mechanizmu ATL 
(ang. alternative telomere lengthening). Poznanie tych dwóch 
mechanizmów i ich zróżnicowania może stać się podstawą 
do indywidualizacji rodzaju terapii oraz do prognozowa
nia.

BUDOWA TELOMERAZY

Telomeraza jest kompleksem rybonukleoproteinowym, 
w którego skład wchodzą: podjednostka katalityczna o 
aktywności odwrotnej transkryptazy (hTERT; ang. human 
telomerase reverse transcriptase), cząsteczka RNA (hTR, ang. 
human telomerase RNA), która stanowi matrycę dla w ydłuża
nia jednoniciowego fragmentu telomeru oraz białka pomoc
nicze (Ryc. 1) [16,18,22].

Rycina 1. M odel budow y kom pleksu telomerazy. Telomeraza jest złożonym  
kom pleksem  enzym atycznym , w  którego skład w chodzi zarów no białko pełnią
ce funkcję katalityczną (hTERT), jak i białka pomocnicze (NOP10, GAR1, NHP2, 
TEP1, HSP90, p23,dyskeryna) oraz cząsteczka RNA (hTR), która zaw iera sekw en
cję kom plem entarną do sekwencji telom eru (objaśnienia skrótów i funkcji cząste
czek w  tekście i w Tabeli 1).

H sp90

GAR1
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Tabela 1. Białka zasocjowane z telom erazą i w ym ieniane najczęściej jako w chodzące w  skład stabilnego kom pleksu telomerazy. Kompleks telom erazy do  pełnej ak tyw no
ści w ym aga szeregu podjednostek, których funkcja nadal nie została do końca poznana (szczegółowy opis podjednostek w  tekście).

Białko Chrom osom Funkcja Podjednostka zasocjowana

TEP1 14qll.2 strukturalne, form ow anie kom pleksu (?) hTR, hTERT

p23 12 białko opiekuńcze, form owanie kom pleksu hTERT

Hsp90 Iq21.2-q22 białko opiekuńcze, form owanie kom pleksu hTERT

Dyskeryna Xq28 dojrzewanie i form owanie kom pleksu, 
stabilizacja, lokalizacja

hTR

hGARl 4q dojrzewanie i form ow anie kom pleksu, 
stabilizacja, lokalizacja

hTR

hNOPlO 15 nieznana hTR

hNHP2 5 dojrzewanie i form ow anie kom pleksu, 
stabilizacja, lokalizacja

hTR

L22 3q26 lokalizacja, dojrzewanie hTR hTR

Podjednostka katalityczna hTERT została po raz 
p ierw szy  w yizolow ana i z identyfikow ana jako białko 
p23 w Euplotes aediculatus [23]. Jest ona kodow ana przez 
gen zlokalizow any na kró tk im  ram ieniu  chrom oso 
m u 5 (5pl5.33), zawierający 16 eksonów  i 15 in tronów  
[24], Prom otor tego genu oddziału je  m iędzy innym i z 
onkogenem  myc, receptoram i estrogenow ym i i proge- 
steronow ym i [1,25]. Istotny w pływ  na poziom  ak ty w 
ności telom erazy ma proces obróbki potranskrypcyjnej 
mRNA dla podjednostk i hTERT. W ykazano, że różne 
w arian ty  a lternatyw nego  sk ładania  mRNA w ystępują  
w kom órkach p raw id łow ych  i now otw orow ych, przy 
czym, jak zaobserw ow ano, w tkance n igdy  nie w y s tęp u 
je tylko jeden z w arian tów , ale przynajm niej kilka [18]. 
Podjednostka katalityczna zaw iera  w sw oim  regionie 
C-końcow ym  m otyw  odw rotnej transkryp tazy , zacho 
w any w toku ewolucji, podobnie  jak z lokalizow ane w 
N -końcow ym  fragm encie dom eny funkcjonalne. Frag
m ent N -końcow y zaw iera  także tzw. dom enę T [7,26,27]. 
Ekspresja genu kodującego hTERT jest wysoce zależna 
od aktyw ności te lom erazy  [18] i jest obniżona w kom ór
kach p raw id łow ych  oraz podw yższona  w kom órkach 
now otw orow ych  [16], sugerując istotną rolę tej pod jed 
nostki w regulacji aktyw ności enzym u.

Jak w ykazano, obecność te lom erazow ego RNA obser
w uje się w tkankach  człow ieka niezależnie od ak tyw no 
ści kom pleksu te lom erazy [16,18]. C ząsteczka ta kodo 
w ana jest p rzez gen zlokalizow any na d ługim  ram ieniu  
chrom osom u 3 (3q26.3). Dojrzały transk ryp t zb u d o w a 
ny jest z 451 nuk leo tydów , natom iast obszar służący 
jako m atryca dla o d budow y  te lom erów  złożony jest z 11 
nuk leo tydów  [7,16], Podjednostka hTR posiada dobrze 
zachow aną w ewolucji s tru k tu rę  d rug o rzęd o w ą  [16,28]. 
Koniec 3' zaw iera  kasetę H /A C A  odpow iedzia lną  za 
p raw id łow e form ow anie, działanie  oraz stabilność kom 
pleksu. Z kolei w regionie końca 5' znajduje się dom ena 
m atrycow a oraz sześcionukleotydow e, bogate w resz 
ty uracylu odcinki odpow iedzia lne  za oddzia ływ anie  
z b iałkam i C l i C2 z g rupy  hnRN Ps (ang. heterogeneous 
nuclear ribonucleoproteins) [8,16,28]. W ielu badaczy d o 
nosi o możliwości zastosow ania  podjednostk i hTR jako 
m arkera  chorób now otw orow ych, m. in. uk ładu  k rw io 
tw órczego, tkanki nerw ow ej, czerniaka skóry czy raka 
endom etrium  [29].
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BIAŁKA TOWARZYSZĄCE

Biorąc pod uwagę aktywność telomerazy złożonej z pod 
jednostek hTERT i hTR in vitro, zakładano, że te dwie skła
dowe zapewniają funkcjonowanie enzymu. Jak jednak w y
kazano, w  warunkach in vivo telomeraza jest kompleksem 
złożonym z wielu podjednostek (Tab. 1), w  którego skład 
wchodzi szereg białek zasocjowanych z cząsteczkami hTR 
i/ lu b  hTERT, koniecznych do funkcjonowania enzym u w 
komórce [1,16]. Najczęściej, jako najsilniej związane z telo
merazą i pełniące najbardziej istotną funkcję, wymieniane 
są białka TEP1, p23, Flsp90 oraz dyskeryna [16,30].

Zbudow ana z 2629 reszt aminokwasowych, podjednost
ka TEP1 (ang. human telomerase associated protein) jest homo- 
logiem białka p80 zidentyfikowanego w Tetrahymena termo- 
phila, zasocjowana z telomerazowym RNA oraz hTERT. Na 
jej aminowym końcu zlokalizowany jest region (900 reszt 
aminokwasowych) homologiczny z białkiem p80, odpo 
wiedzialny za oddziaływanie z RNA, natomiast na końcu 
karboksylowym zidentyfikowano powtórzenia WD40, m o
tyw zaangażowany w oddziaływania między cząsteczkami 
białek [16]. Wykazano, że ekspresja genu kodującego TEP1 
wzrasta w aktywowanych limfocytach T i jest związana z 
aktywnością telomerazy w komórkach nowotworowych
[21], Mechanizm działania TEP1 nie został jeszcze do końca 
poznany, a jego rola nie jest jasna. Przypuszcza się, iż może 
ono pełnić funkcje strukturalne w kompleksie telomerazy, 
brać udział w jego formowaniu lub być zaangażowane w 
proces progresji nowotworu [30].

Białka p23 i Hsp90 (z rodziny białek szoku cieplnego), 
należące do grupy białek opiekuńczych, są niezbędnym 
składnikiem kompleksu, a ich brak uniemożliwia funkcjo
nowanie telomerazy [1]. Jak wykazano, białka te w stabilny 
sposób oddziałują z podjednostką katalityczną, wpływając 
na prawidłowe formowanie enzym u i jego konformację 
przestrzenną [16,31].

Kolejna podjednostka kompleksu, dyskeryna (NAP57) 
należy do białek wiążących snoRNA (małe jąderkowe RNA; 
ang. small nucleolar RNA) i jest związana z RNA telomerazy. 
Białko to oddziałuje z regionem H /  ACA cząsteczki hTR. Su
geruje się jej udział w formowaniu, dojrzewaniu, stabilizacji 
i lokalizacji hTR [16,30,32], jakkolwiek rola ta nie została w 
pełni potwierdzona.
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ZATRZYMAĆ TELOMERAZĘ

Regulacja aktywności telomerazy jest procesem złożo
nym, obejmującym kontrolę transkrypcji, alternatywne 
składanie RNA, modyfikacje potranslacyjne oraz szereg 
czynników wpływających na działanie enzymu zarówno 
hamujące, jak i pobudzające [18]. Mimo że działanie mecha
nizmów regulujących aktywność telomerazy nie jest jeszcze 
do końca poznane, wiadomo, że wzrasta ona w wyniku po
budzenia kinazy białkowej C. Na podwyższenie aktywno
ści enzymu wpływa również obecność antygenów aktyw u
jących limfocyty T, estrogenów, zwiększonej ekspresji genu 
c-myc, czynnika wzrostu naskórka, promieniowania y oraz 
wielu karcynogenów chemicznych. Z kolei wzrost stężenia 
wapnia w komórce i metylacja promotora hTERT obniża ak
tywność telomerazy [7], co sugeruje udział czynników epi- 
genetycznych w procesie regulacji ekspresji tego enzymu.

Wkrótce po odkryciu telomerazy i określeniu jej znacze
nia, podjęto próby wykorzystania tej wiedzy w terapii prze
ciwno wotworowej. Zapoczątkowało to szereg badań mają
cych na celu zahamowanie aktywności enzymu i w  wyniku 
skrócenia telomerów kierowanie komórek nowotworowych 
na drogę starzenia i apoptozy. Obecnie, dynamicznie i obie
cująco rozwijają się badania nad imm unoterapią skierowa
ną przeciwko telomerazie, które osiągnęły w niektórych 
wypadkach I, II, a nawet III fazę badań klinicznych. Sukce
sy w tej dziedzinie opierają się głównie na wykorzystaniu 
peptydów homologicznych z podjednostką hTERT [5,33], 
Istnieje także możliwość blokowania aktywności telome
razy poprzez bezpośrednie zastosowanie chemicznych in
hibitorów. Prowadzone są badania nad różnymi, głównie 
małocząsteczkowymi, związkami chemicznymi, które mają 
selektywnie hamować telomerazę (np. grupa inhibitorów

BIBR) lub jej podjednostkę hTERT [34-36], Szereg prac przy
nosi również informacje na temat stabilizacji kwadruplek- 
sów z zastosowaniem małych cząsteczek wbudowujących 
się w struktury G-tetrapleksów i hamujących przyłączanie 
telomerazy, a przez to odbudow ę telomerów [5,37,38], Ak
tywność telomerazy może być także redukowana przez inne 
związki wbudowujące się w  struktury DNA telomerowego, 
takie jak AZT [5,38]. Możliwe jest również zablokowanie 
dostępu telomerazy do telomerów, np. poprzez zastosowa
nie inhibitorów tankyrazyl [5,39].

Jednak największe nadzieje wiąże się z metodami, które 
bezpośrednio ingerują w genom komórek nowotworowych, 
powodując wyciszenie ekspresji genu, a w konsekwencji in- 
aktywację telomerazy. Jedną z pierwszych metod było za
stosowanie oligonukleotydów antysensownych (10-20nt), 
kom plem entarnych do cząsteczek mRNA, odpow iedzial
nych za aktywację RNazy H lub ham ow anie translacji po
przez zablokowanie rozpoznania mRNA przez rybosom. 
Ze względu na toksyczność kom órkową oraz niespecyficz
ne wiązanie endogennych białek przez oligonukleotydy, 
metoda ta nie znalazła szerszego zastosowania [40,41], 
mimo że część w yników była bardzo obiecująca. Stwier
dzono np., że zastosowanie oligonukleotydów antysen
sownych skierowanych przeciwko hTR hamuje aktywność 
telomerazy i zmniejsza daw kę prom ieniowania konieczne
go do skutecznej radioterapii [42], Duże nadzieje wiąże się 
też z zastosowaniem m odyfikowanych oligonukleotydów 
antysensownych, które nie wywołują tylu skutków ubocz
nych, a ich dostarczenie do komórki jest mniej kłopotliwe
[5], Nieco później rozpoczęto badania nad rybozymami, 
katalitycznymi cząsteczkami RNA swoiście hydrolizujący- 
mi mRNA i uniemożliwiającymi syntezę białka [41], Rybo- 
zymy wymagają jednak użycia relatywnie dużych stężeń, 

a ich zastosowanie obarczone jest wysokim 
ryzykiem niespecyficznego działania [40]. 
Niemniej jednak zaobserwowano m. in., że 
degradacja podjednostki hTR w komórkach 
raka piersi wywołała spadek aktywności te
lomerazy i indukcję apoptozy [5], Jako szansę 
dla terapii genowej uznaje się też zastosowa
nie genów samobójczych lub genów wirusów 
odpow iedzialnych za cykl lityczny komórki 
zwłaszcza w połączeniu z prom otorem  genu 
hTERT, który wykazuje wysoką aktywność w 
komórkach now otw orow ych [5].

MECHANIZM DZIAŁANIA siRNA

Wiele badań porównawczych dowiodło, 
że siRNA znacznie skuteczniej hamuje eks
presję genów niż ma to miejsce w przypadku 
oligonukleotydów antysensownych czy rybo- 
zym ów  [40]. W ostatnich latach metoda inter
ferencji w zbudza coraz większe zaintereso
wanie także w śród naukowców pracujących 
nad blokowaniem telomerazy. Zwraca się 
uw agę na wysoką specyficzność i wydajność 
tej metody [40,43]. W ykorzystuje się w niej 
naturalny proces wyciszania ekspresji genów 
zależny od dw uniciowego RNA, pełniącego 
funkcję swoistego strażnika genów (Ryc. 2).

Rycina 2. Schemat blokowania aktywności telom erazy poprzez zastosow anie interferencji RNA. 
Transfekcja kom órki now otw orow ej siRNA (a), form ow anie kom pleksu RISC w kom órce (b), od 
nalezienie kom plem entarnej sekwencji w obrębie mRNA podjednostki telom erazy (c), degradacja 
mRNA (d).
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Cząsteczki siRNA to krótkie 21-23 nukleotydow e fragm en
ty, posiadające na końcu 3' niesparow ane nukleotydy oraz 
grupę fosforanową na końcu 5' [40-44], Dwuniciowe RN A 
(shRNA, ang. short hairpin RNA) po dostaniu się do kom ór
ki ulega degradacji do postaci siRNA pod w pływ em  dzia 
łania enzym u zwanego Dicer. Enzym ten posiada dw ie do 
meny o aktywności RNazylll, dom enę PAZ, dom enę heli- 
kazy oraz dom enę wiążącą dsRNA [40,43-46], W kolejnym 
etapie dochodzi do procesu form owania kom pleksu wyci
szającego RISC (ang. RNA-induced silencing complex), p o d 
czas którego siRNA ulega rozpleceniu [43], O tym, która z 
nici siRNA zostanie związana z RISC decyduje jej s truk tu 
ra i sekwencja nukleotydów  [40], W skład kom pleksu RISC 
wchodzą białka z rodziny Agronaute, białka wiążące dsR- 
NA oraz białka o aktywności helikaz i nukleaz. Po rozpo 
znaniu przez siRNA komplementarnej sekwencji mRNA, 
endonukleaza Ago2 (rodzina Argonautę) rozcina mRNA 
w środkowej części sekwencji komplementarnej do siRNA. 
W konsekwencji dochodzi do nukleolitycznej degradacji 
docelowego mRNA [40,43,44]. Cząsteczki siRNA mogą 
być w prow adzane do komórki z zastosowaniem  w ekto 
rów wirusowych, plazm idów, liposomów czy też elektro- 
poracji. O pracow yw ane są także metody wykorzystujące 
białka zdolne do przenoszenia makrom olekuł p rzez błony 
komórkowe, w tym m. in. nanocząsteczki, im m unosom y 
i przeciwciała [40,41]. Ekspresja dsRNA w komórce może 
być także w yw ołana poprzez syntezę dwóch kom plem en
tarnych nici lub sekwencji o strukturze spinki do włosów 
(shRNA), gdzie dwie kom plem entarne nici są połączone 
pętlą zawierającą 3-9 nukleotydów. W ykorzystuje się w 
tym  celu odpow iednie wektory ekspresyjne (plazm idow e 
lub wirusowe) [41].

siRNA PRZECIW TELOMERAZIE

CEL I -  hTERT mRNA

W badaniach najczęściej próbę zahamowania aktywności 
telomerazy podejmuje się na drodze wyciszenia podjednost- 
ki hTERT. Skuteczność takiego postępowania potw ierdzo
no w szeregu badań prowadzonych np. z wykorzystaniem 
komórek raka prostaty PC3 i DU145 (obniżenie aktywności 
telomerazy odpowiednio o 80% i 55%). Wykazano, że zasto
sowanie cząsteczek siRNA skierowanych przeciwko mRNA 
kodującemu tę podjednostkę prowadziło do redukcji jego 
poziomu, a w konsekwencji — do obniżenia poziom u ilości 
produktu białkowego kodowanego przez ten gen. W rezul
tacie obserwowano znaczne zahamowanie w zrostu kom ó
rek w ciągu kilku dni [47], Podobnie zahamowanie wzrostu 
komórek po zastosowaniu siRNA przeciwko hTERT obser
wowano w komórkach HT29 [48]. W innych badaniach prze
prowadzonych na komórkach raka szyjki macicy (HeLa) 
transfekowanych za pomocą plazm idu zawierającego siR
NA skierowanego przeciwko hTERT, wykazano spadek 
poziomu mRNA, produkcji białka i zmniejszenie aktyw no
ści telomerazy, jakkolwiek nie zaobserwowano zm ian we 
wzroście komórek [49], W ykazano również, że w kom ór
kach HeLa wyciszenie podjednostki hTERT pow odow ało 
zarówno zahamowanie proliferacji komórek, jak i zwiększe
nie wrażliwości komórek na radioterapię i zasugerowano, 
że transfekcja siRNA potencjalnie może być stosowana jako 
terapia wspomagająca [50]. Z kolei w badaniach komórek

nowotworowych żołądka (SGC7901), transfekowanych za 
pomocą wektora pU6-hTERT-siRNAs specyficznym siRNA, 
wykazano stałą jego ekspresję, a w  efekcie znaczące wyci
szenie podjednostki hTERT [51]. Podobne wyniki osiągnię
to w badaniach na komórkach wątroby SMMC-7721, gdzie 
interferencja RNA skierowana przeciw hTERT wywoływała 
spadek poziomu mRNA i ekspresji genu kodującego hTERT 
oraz dodatkowo zaham owanie proliferacji komórek w  spo
sób zależny od stężenia siRNA [52]. W tym samym ośrodku 
potwierdzono skuteczność interferencji RNA, tym razem z 
zastosowaniem siRNA w komórkach nowotworowych pę
cherza moczowego (T24). W badaniach wykazano obniże
nie poziomu mRNA podjednostki hTERT (z 99,4 do 53,1%), 
produkcji białka (z 86,3 do 46,6%) oraz zredukow ano wzrost 
komórek o 37,5% [53]. Analogiczne rezultaty przyniosły ba
dania na komórkach raka pęcherza (T24), gdzie transfekcja 
wektorem ph2-shRNA wywołała spadek aktywności telo
merazy oraz ham owała wzrost nowotw oru [54], Podobnie 
w komórkach raka krtani (Hep2) odnotowano znaczący 
spadek aktywności telomerazy, ekspresji genu kodującego 
hTERT, proliferacji i wzrostu komórek po uprzedniej trans- 
fekcji plazmidem niosącym odpowiednio shRNA, pshR- 
NA1 i pshRNA2 [55]. Jak wykazano, w komórkach SEG-1 
zastosowanie siRNA przeciwko różnym  regionom hTERT 
mRNA, spowodowało obniżenie produkcji podjednostki 
telomerazy o 95%, znaczny spadek aktywności enzym u w 
porównaniu do kontroli (o ok. 77% po 1 dniu i całkowite jej 
zablokowanie po 3 dniach), zaham owanie wzrostu komó
rek po 28 dniach (77-85% w porów naniu do kontroli), in
dukcję starzenia, skrócenie telomerów, a w  efekcie apopto- 
zę. Dodatkowo, w transfekowanych komórkach wykazano 
zmianę profilu ekspresji genów uczestniczących w regulacji 
cyklu komórkowego (p21, pl6, GADD45), apoptozy (FasL, 
Fas, CARD9, kaspazy 3, 7 i 9), napraw y uszkodzeń DNA 
(HR23B, p53, p63, p73, E2F1, MDM2) oraz wielu innych, w 
sumie ok. 600 genów [56].

Badania przeprow adzone na komórkach glejaka (U87MG) 
z zastosowaniem lentiwirusa w celu transdukcji siRNA do
prowadziły do obniżenia ekspresji genu kodującego hTERT 
oraz aktywności telomerazy (analiza TRAP) do poziomów 
bliskich dolnej granicy detekcji. Jednocześnie nie wykazano 
zmian w przebiegu cyklu komórkowego, wzroście komórek 
czy długości telomerów. Zaobserwowano jednak, że aplika
cja wektorów zawierających specyficzne siRNA pow odo
wała zahamowanie wzrostu komórek glejaka in vivo. Co 
więcej, zauważono, że zaham owanie rozwoju komórek na
stępuje w okresie, kiedy zmiany długości telomerów są nie- 
wykrywalne. Spostrzeżenie to może sugerować, iż wycisze
nie genu kodującego hTERT powoduje zahamowanie roz
woju glejaka niezależnie od długości telomerów, a wpływ 
ten jest widoczny przed wystąpieniem skutków w postaci 
ich skrócenia [57], Brak skrócenia telomerów odnotowano 
także w badaniach prowadzonych na liniach komórkowych 
raka prostaty PC-3 i DU134 [47], Z kolei w badaniach na linii 
HT29 (komórki kanalikowego gruczolakoraka odbytnicy), 
po transfekcji plazm idem  posiadającym zdolność ekspresji 
w komórkach eukariotycznych, zawierającym cząsteczki 
shRNA, wykazano zarówno spadek produkcji hTERT i za
blokowanie aktywności telomerazy, jak i dramatyczne skró
cenie długości telomerów. W rezultacie obserwowano zaha
mowanie wzrostu i proliferacji komórek [48], Kluczowym
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czynnikiem okazało się kryterium czasu, gdyż, jak zaobser
wowano, skrócenie telomerów nie jest wykrywalne w kilka 
dni po transfekcji, a dopiero po upływie tygodni lub mie
sięcy (w zależności od linii komórkowej). Wykazano, że w 
komórkach SEG-1 znaczące skrócenie telomerów nastąpiło 
po 3 tygodniach od transfekcji [56], Należy więc zachować 
ostrożność w interpretacji wyników badania zawartości te- 
lomerowego DNA i stosowaniu oceny długości telomerów 
jako wykładnika skuteczności interferencji. Tym bardziej 
biorąc pod uwagę istnienie alternatywnych dla telomerazy 
mechanizmów wydłużania telomerów. Jak udowodniono, 
na podstawie przeprowadzonej w  komórkach HeLa inter
ferencji, możliwe jest długoterminowe tłumienie ekspre
sji genu kodującego telomerazę poprzez wywołanie stałej 
ekspresji shRNA w komórkach. Skutkiem tych zabiegów 
okazał się być spadek produkcji hTERT, znaczne skrócenie 
telomerów, osłabienie wzrostu komórek oraz wywołanie 
starzenia komórkowego i apoptozy [58],

WPŁYW WYCISZENIA EKSPRESJI GENU 
KODUJĄCEGO hTERT NA CYKL KOMÓRKOWY

Skuteczność wyciszenia ekspresji genów kodujących 
podjednostki telomerazy mierzona jest efektywnością zaha
mowania wzrostu komórek nowotworowych. Ocena cyklu 
komórkowego w komórkach SMMC-7721 transfekowanych 
specyficznym siRNA wykazała wzrost ilości komórek w fa
zie G 0/G 1 oraz spadek liczby komórek w fazie S [53], Po
dobnie, stwierdzono spadek liczebności komórek w fazie S 
oraz wzrost ilości komórek w fazie G0/G1 w komórkach 
T24 w  wyniku indukcji interferencji specyficznym siRNA 
[54], Jak wykazano w badaniach Zhang i wsp. [59] wzrost 
komórek raka wątroby HepG2 i SMMC-7721 poddanych 
transfekcji zrekombinowanym plazmidem (p-Silencer 3.1- 
H1 neo-shTERT) uległ zaham owaniu w fazie G 2/M . Za
obserwowano również wzrost ilości komórek w stadium 
apoptozy, a także wzrost odsetka komórek wykazujących 
cechy starzenia replikacyjnego w porównaniu z komórka
mi kontrolnymi. Co więcej wykazano, iż siRNA zwiększa 
apoptozę wywołaną przez TRAIL (czynnik martwicy no
w otw oru indukujący apoptozę) [59], Z kolei w komórkach 
SEG-1 (gruczolakorak Barett'a) apoptozę wykazano w 86% 
komórek transfekowanych specyficznym siRNA [56]. Co 
ciekawe, w  badaniach komórek płaskonabłonkowego raka 
jamy ustnej KB wykazano, że transfekcja siRNA powoduje 
zmniejszenie ekspresji genu na poziomie mRNA, jak i ob
niżenie syntezy białka, a co za tym idzie — obniżenie ak
tywności telomerazy. Efekt ten utrzymywał się przez 48h, 
a proliferacja komórek malała po 48h do 30%. Poziom ten 
utrzym ywał się do 120h i był efektem zahamowania cyklu 
komórkowego na poziomie przejścia faz G1 i S. Nie obser
wowano natomiast wzrostu liczby komórek apoptotycz- 
nych [60]. Znaczne zwiększenie liczebności komórek w sta
dium apoptozy odnotowano z kolei w  komórkach wątroby 
HCCM3 poddanych transfekcji siRNA przeciw hTERT w 
porów naniu do próby kontrolnej. Zaobserwowano również 
spadek aktywności telomerazy (o 76% w porównaniu do 
kontroli) oraz syntezy hTERT [61]. Podobnie, apoptoza zo
stała wywołana przez shRNA skierowane przeciw hTERT w 
komórkach Hep-2 w dwóch badaniach tego samego zespołu 
[55,62], Jak wykazano, wskaźnik apoptozy zależał od regio
nu oddziaływania shRNA. I tak np. w jednej z prac w yka

zano, iż po 24h ekspozycji na shRNAl wskaźnik apoptozy 
wyniósł 32,3%, a po 48h 34,5%, z kolei shRNA2 (skierowa
ne przeciwko innemu regionowi hTERT) wywołało wzrost 
liczby komórek apoptotycznych do wartości 29,2% i 30,1% 
(odpowiednio czasy inkubacji 24 i 48h) [62],

CEL II -  hTR

Drugą podjednostką, przeciw której najczęściej kierowa
ne jest siRNA, jest podjednostką hTR. Badania takie prow a
dzone były, m. in., z wykorzystaniem komórek HeLa, gdzie 
za pomocą adenowirusa transfekowano komórki siRNA 
pod kontrolą promotora U6, uzyskując znamienną reduk
cję poziomu mRNA hTR (79,21%) oraz aktywności enzymu 
(58,87%) [63], Osiągnięte efekty sugerują, że podjednostką 
hTR również może być dogodnym  celem dla skutecznej in
terferencji RNA. Niektóre badania sugerują nawet, iż blo
kowanie ekspresji genu kodującego hTR jest skuteczniejsze 
od hamowania genu kodującego hTERT [64], Z kolei w 
komórkach nowotworowych nerki (HRCCs) wykazano, że 
zarówno hTR, jak i hTERT są równie skutecznym celem dla 
siRNA. Zaobserwowano znaczący spadek poziomu mRNA 
obu podjednostek, co prowadziło do obniżenia aktywności 
telomerazy (do33% dla hTR i 35% dla hTERT) oraz zaham o
wania proliferacji, a w rezultacie końcowym do — indukcji 
apoptozy w  sposób zależny od stężenia siRNA. Jednoczesne 
zastosowanie siRNA dla hTR i hTERT nie zwiększało jednak 
efektu wywieranego przez poszczególne siRNA podawane 
osobno [65]. W badaniach prowadzonych przez Kościółek 
i wsp., w  których stosowano siRNA skierowane przeciw
ko hTR lub hTERT w szeregu komórek nowotworowych 
(HCT15, HeLa, NCIH23, A4311, CCL, HT1080), zaobserwo
wano zahamowanie aktywności telomerazy w zależności 
od stężenia zastosowanego siRNA. Spadek aktywności w 
komórkach mięsaków trwał krócej niż w pozostałych li
niach, ale zarówno hTR, jak i hTERT uznano za dogodny cel 
dla wyciszania telomerazy za pomocą siRNA. Skuteczność 
interferencji i wyciszania RNA telomerazy potwierdzono, 
stosując struktury shRNA w celu oceny długoterminowych 
efektów. Zaobserwowano także, iż powyżej pewnych gra
nicznych stężeń wzrost ilości stosowanego siRNA, jak rów 
nież powtarzanie dawek nie powodowało wzmocnienia 
efektu. Mimo że wielu badaczy wykazuje większą skutecz
ność ham owania hTR, sugeruje się, że wyciszenie podjed
nostki hTERT daje lepsze wyniki ze względu na większą 
specyficzność i efektywność hamowania aktywności telo
merazy. Jak wykazano, podjednostką hTR występuje także 
w komórkach prawidłowych, co zmniejsza specyfikę terapii 
kierowanej przeciw tej podjednostce w odniesieniu do ko
mórek prawidłowych [48].

WPŁYW WYCISZENIA GENU KODUJĄCEGO 
hTR NA CYKL KOMÓRKOWY

Jak wykazano, w komórkach raka nerki HRCCs trans
fekcja siRNA skierowanym przeciwko podjednostce hTR 
prow adziła do indukcji apoptozy. Proces ten zaobserwowa
no w 39% komórek w porównaniu z 10% komórek apop
totycznych w obrębie kontroli. Wykazano także zmniejsze
nie ilości komórek wykazujących aktywność proliferacyjną 
o 63% [65], Podobnie, stwierdzono indukcję apoptozy w 
przypadku interferencji RNA w komórkach HeLa gdzie 
wykazano także zahamowanie wzrostu guza (in vivo) [63],
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Przeprowadzono także badania, w których, poza skuteczną 
interferencją RNA skierowaną przeciw hTR, prowadzącą 
do obniżenia ekspresji kodującego ją genu, zahamowania 
aktywności telomerazy i wzrostu komórek oraz skierowa
nia komórek na drogę apoptozy, wykazano również syner- 
gistyczne działanie siRNA z zastosowaniem zmutowanego 
RNA telomery. W komórkach, w  których wcześniej przy 
użyciu lentiwirusa wywołano nadm ierną ekspresję zm uto
wanego genu kodującego hTR, siRNA ukierunkowane na 
formę dziką wzmagało proces apoptozy i szybko osłabiało 
wzrost komórek [17].

INNE SKŁADNIKI KOMPLEKSU JAKO CEL DLA siRNA

W badaniach nad zahamowaniem ekspresji i aktywności 
telomerazy podjęto także próby zahamowania ekspresji po
szczególnych podjednostek kompleksu. Celem terapii stały 
się również cząsteczki Hsp90 zarówno izoforma a, jak i (3. W 
wyniku uzyskania stabilnej ekspresji siRNA w komórkach, 
zaobserwowano znaczne obniżenie produkcji Hsp90. Nie 
zaobserwowano natomiast zmian proliferacji i aktywności 
telomerazy w porównaniu z kontrolą. Jednakże zahamo
wanie Hsp90 wywołało skrócenie telomerów, a wyniki te 
mogą sugerować, że być może Hsp90 jest nie tyle niezbędne 
do funkcjonowania kompleksu telomerazy, ile do w ydłuża
nia telomerów [66],

PODSUMOWANIE

Identyfikacja i poznanie zjawiska interferencji RNA przy
czyniło się do poznania i opracowania nowych metod re
gulacji ekspresji genów. Sposób ich przeprowadzenia i w y
korzystania determinowany jest przez takie czynniki, jak 
trwałość wyciszenia genu docelowego oraz łatwość i efek
tywność dostarczenia siRNA do docelowej kom órki/tkanki 
z równoczesnym zachowaniem aktywności cząsteczki, a 
także brakiem występowania efektów ubocznych. Koncep
cja wyciszania genów z zastosowaniem siRNA dała pod
waliny licznym badaniom, w tym także nad efektywnym 
sposobem blokowania ekspresji genu kodującego telomera
zę i aktywności tego białka w komórkach nowotworowych. 
Podjednostką, przeciw której najczęściej kierowane jest spe
cyficzne siRNA, jest podjednostka katalityczna enzymu. W 
dotychczas przeprowadzonych badaniach istnieją jednak 
pewne rozbieżności dotyczące wiedzy o skuteczności elimi
nacji aktywności telomerazy za pomocą transfekcji komórek 
różnymi cząsteczkami siRNA.

Kompleks telomerazy jest złożony z wielu podjednostek, 
ale jak dotąd nie udało się udzielić odpowiedzi na pytanie, 
wyciszenie której podjednostki za pomocą siRNA będzie 
najbardziej efektywne. Jak się sugeruje skuteczność takie
go wyciszania może być w dużym  stopniu uzależniona od 
rodzaju badanych komórek. Jak wykazano w licznych ba
daniach in vitro, możliwość regulacji aktywności telomerazy 
wydaje się być jednym ze sposobów zwalczania komórek 
nowotworowych, jakkolwiek podwyższona aktywność te
lomerazy w komórkach nowotworowych, choć rozpozna
wana jako cecha wysoce swoista, może charakteryzować 
również niektóre komórki prawidłowe [16-19], W strategię 
poszukiwania takiego sposobu doskonale wpisuje się pró
ba zastosowania siRNA do zablokowania ekspresji genów
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kodujących składniki kompleksu enzymatycznego telome
razy, a w  efekcie końcowym — do zaham ow ania jej ak
tywności. Jak wykazano, jest to metoda zarówno efektyw
na, jak i specyficzna, ale wymagająca jeszcze optymalizacji 
warunków, podwyższenia specyficzności odpowiedzi, ale i 
trwałości efektu bez równoczesnego wystąpienia skutków 
ubocznych. Wykazano istotne znaczenie m etody w w arun 
kach in vitro, jak i in vivo, jakkolwiek wciąż wielu autorów 
postuluje konieczność prowadzenia dalszych badań celem 
określenia skuteczności m etody dla poszczególnych typów 
nowotworów i rodzajów komórek docelowych.

Badania mające na celu wykorzystanie siRNA w terapii 
schorzeń weszły już w II, a naw et III fazę kliniczną, nadal 
pozostaje jednak wiele obaw związanych z tą terapią. W 
wyniku prowadzonych badań obserwowano bowiem licz
ne efekty uboczne, m. in. tzw. "off-terget", czyli przypadki 
niespecyficznego oddziaływania siRNA. Jak się postuluje 
stosowanie interferencji siRNA niesie także ze sobą ryzyko 
aktywacji układu immunologicznego w sposób zależny od 
sekwencji (odpowiedź interferonowa i apoptoza). Jak w y
kazano w badaniach skuteczności siRNA, w  organizmie 
myszy obserwowano poważne uszkodzenia wątroby, a na 
wet śmierć zwierząt w wyniku zastosowania zbyt dużych 
dawek siRNA [67], W badaniach prow adzonych na naczel
nych wykazano jednak, że stosowanie techniki transfekcji 
siRNA do wyciszania ekspresji genu ApoB jest skuteczne i 
bezpieczne [68], co daje nadzieję na podobne rezultaty w 
przypadku prób wyciszania innych genów w tym  kodują
cych podjednostki telomerazy. W nielicznych badaniach in 
vivo dotyczących stosowania siRNA przeciwko podjednost- 
kom telomerazy wykazano, że shRNA-hTERT może być 
skutecznym inhibitorem proliferacji komórek raka pęcherza 
[54].

Badając skuteczność i możliwość wykorzystania siRNA, 
podnosi się też kwestię jego współzawodnictwa z cząstecz
kami microRNA o dostęp do elementów kompleksu RISC. 
Kolejnym problemem do rozwiązania jest bezpieczny spo
sób podania siRNA czy to na drodze inhalacji (drogą przez 
błony śluzowe), czy to drogą pokarm ową lub za pomocą 
elektroporacji, mikroiniekcji albo wektorów — plazm ido
wych lub wirusowych. Na liście chorób, w których zwal
czanie angażowane jest siRNA znajdują się już (w co naj
mniej I fazie klinicznej) m.in.: AMD (zwyrodnienie plamki 
żółtej związane z wiekiem), zakażenie RSV (ang. respiratory 
syncytial virus), wirusowe zapalenie wątroby typu C, HIV, 
AIDS, astma. Planuje się również objąć tą m etodą leczenie 
cukrzycy, a także przeciwdziałanie odrzucaniu przeszcze
pów [41].

Oczywistym jest, że terapia z wykorzystaniem siRNA skie
rowanego przeciwko genom kodującym elementy kompleksu 
telomerazy może być rodzajem terapii wspomagającej w lecze
niu nowotworów, co wynika z charakteru i funkcji enzymu. 
Jak bowiem wykazano, zablokowanie telomerazy w sposób 
znaczący spowalnia rozwój choroby, mimo że nie zawsze w 
trybie natychmiastowym eliminuje nowotworowo zmienione 
komórki [50-58,67], Niewątpliwie jednak zarówno odkrycie 
zjawiska interferencji RNA, jak i wykorzystanie tego zjawiska 
w terapii przeciwnowotworowej czy przeciwwirusowej daje 
duże nadzieje na lepsze efekty terapeutyczne [69,70],
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ABSTRACT
Telomeres are guanine-rich repeated sequences located at the ends of chromosomes. The loss of telomeric repeats after each cell division may 
function as a biological clock limiting the cell proliferation ability. Telomerase is a RNA-dependent DN A  polymerase that synthesisezes 
telomeric DN A and thus enables cancer cells an unlimited proliferative potential. Human telomerase is a ribonucleoprotein complex com
posed of reverse transcriptase — hTERT, RNA component — hTR (functioning as a template for the telomeric DN A  addition) and associated 
proteins. Telomerase activity is present in most malignant cells but undetectable in most normal cells. The enzyme and its altered activity 
distinguishing cancer cells, is an attractive molecular target for anti-cancer therapy. One of the most promising methods for modulation of 
the telomerase activity is RNA interference. Many investigators showed that targeting different subunits of telomerase (mainly hTERT) with  
siRNA had inhibitory effects on expression and activity of the enzyme and cells proliferation. siRNA targeting telomerase has the possibility  
to became effective anti-cancer agent especially in an adjuvant therapy.

392 w w w  .postępy biochemii .pihttp://rcin.org.pl

http://www.the-scientist
mailto:mrybczyn@ump.edu.pl


Molekularne odpow iedzi aparatu fotosyntetycznego  
roślin na długoterminowe zmiany natężenia światła

STRESZCZENIE

W  odpowiedzi na długoterminową zmianę (co najmniej 1-3 h) natężenia światła struk
tura i funkcje aparatu fotosyntetycznego roślin ulegają modulacjom, których sensem  

fizjologicznym jest dążność do utrzymania, w  zmienionych warunkach oświetleniowych, 
równowagi pomiędzy ilością energii wzbudzenia elektronowego docierającej za pośrednic
twem anten energetycznych do centrów reakcji fotosystemów a ilością energii wzbudzenia  
elektronowego, wykorzystywaną w formie transportu elektronów i reakcji ciemnych foto
syntezy. W odpowiedzi na długoterminowy wzrost natężenia światła dochodzi do osłabienia 
intensywności przeniesienia energii wzbudzenia elektronowego przez główny kompleks 
zbierający światło fotosystemu II (LHCII) i jednocześnie wzmocnienia intensywności foto
syntetycznego transportu elektronów i reakcji ciemnych fotosyntezy. Reakcja na poziomie  
LHCII polega na zm niejszeniu udziału tej anteny wśród kom pleksów barwnikowo-białko- 
wych błony tylakoidowej, a wydarzenia regulacyjne dotyczą ekspresji genów kodujących 
apobiałka LHCII lub/i biosyntezy chlorofilu b. Reakcja na poziomie fotosyntetycznego trans
portu elektronów obejmuje, między innymi, wzrost puli cytochromu/, plastochinonu (PQ) i 
aktywności katalitycznej ATPazy. Z kolei intensywność reakcji ciemnych fotosyntezy wzra
sta w rezultacie uruchomienia szlaków sygnalizacyjnych wiodących do wzrostu puli oraz 
aktywności katalitycznej rubisco i innych enzym ów cyklu Calvina.

WPROWADZENIE

Natężenie i skład spektralny światła, które stanowi dla roślin źródło energii 
promienistej, niezbędnej dla procesu fotosyntezy, może zmieniać się w bardzo 
szerokim zakresie. Fluktuacje natężenia światła mogą w naturalnym  środowi
sku zachodzić w zróżnicowanej skali czasowej, od trwających kilka sekund do 
wielodniowych. Krótkoterminowe zmiany natężenia światła docierającego do 
liścia mogą być konsekwencją niestabilności pokrywy chmur, względnie zasła
niania i odsłaniania przez inne liście (tej samej lub sąsiedniej rośliny) wskutek 
zmian siły i kierunku wiatru. Z kolei zmiany długoterminowe są uw arunkow a
ne głównie rytmami sezonowymi i dobowymi, a także zasłanianiem i odsłania
niem liści w konsekwencji trwałych zmian morfologii sąsiednich roślin. Inną 
przyczyną długoterminowych zmian natężenia światła może być znalezienie 
się rosnących liści w  strefie cienia rzucanego przez nieruchome obiekty nieoży
wione (np. skały). Pojęcie „zmiany krótkoterminowe" i „zmiany długotermino
we" nie są ściśle zdefiniowane, ale przyjmuje się, że granicę między jednym i 
drugim  przedziałem wyznacza czas ok. 1-3 h [1],

Ogromny sukces ewolucyjny jaki osiągnęły rośliny opanowując środowiska 
skrajnie różniące się w arunkam i oświetleniowymi, związany jest z wykształce
niem szerokiej gamy mechanizmów umożliwiających skuteczną odpowiedź za
równo na krótko-, jak i długoterminowe zmiany natężenia (a także składu spek
tralnego światła). Odpowiedzi na długoterm inowe zmiany natężenia światła 
tradycyjnie dzieli się na takie, które realizowane są na poziomie całej rośliny, na 
poziomie liścia oraz na poziomie aparatu fotosyntetycznego [2]; przedmiotem 
niniejszego opracowania jest przegląd stanu wiedzy na temat molekularnych 
podstaw  odpowiedzi na poziomie aparatu fotosyntetycznego.

Badania zmierzające do wyjaśnienia mechanizm ów leżących u podstaw  od 
powiedzi na zmiany natężenia światła rzadko wykonuje się na roślinach ro
snących w ich naturalnym  środowisku, w niszach o zróżnicowanym poziomie 
natężenia światła. Zdecydowanie przeważają ilościowo studia odnoszące się do 
roślin hodowanych w kontrolowanych w arunkach (w komorach fitotronowych). 
Najczęściej stosowanym modelem badawczym  są populacje roślin hodowanych 
(aż do osiągnięcia przez liście fazy dojrzałości) w w arunkach ekspozycji na 
światło o określonym natężeniu, a następnie aklimatyzowane w różnym czasie 
(krótkie lub długie okresy) do światła o natężeniu zmienionym (obniżonym lub 
podwyższonym). Innym, stosowanym rzadziej, modelem badawczym  są popu 
lacje roślin hodowanych w komorach fitotronowych w w arunkach ekspozycji
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na światło o zróżnicowanym natężeniu. Pojęcia „ światło o 
podwyższonym  natężeniu" i „światło o obniżonym natę
żeniu", często używane przez Autorów pracy w jej dalszej 
części, nawiązują do pierwszego z dwóch modeli badaw 
czych wymagających użycia komór fitotronowych. Pojęcia 
te oznaczają światło, które dojrzałym liściom roślin w yho
dowanych w komorze fitotronowej w  określonych w arun 
kach świetlnych jest aplikowane w okresie ich aklimatyzacji 
do nowych warunków. Natężenie tego światła jest, odpo
wiednio, wyższe lub niższe od tego, przy którym roślina 
została wyhodowana.

ODPOWIEDZI NA DŁUGOTERMINOWE ZMIANY 
NATĘŻENIA ŚWIATŁA NA POZIOMIE LHCII

Już w latach osiemdziesiątych ubiegłego stulecia zauw a
żono, że wraz z podwyższaniem natężenia światła, na które 
rośliny są eksponowane podczas hodowli w komorze fito
tronowej, spada względny udział LHCII w śród komplek
sów barwnikowo-białkowych błony tylakoidowej [3]. Ob
serwowany efekt wiązany był ze spadkiem puli tzw. „sub- 
populacji peryferycznej" LHCII. Wykazano mianowicie, że 
jej udział w  całkowitej puli LHCII u roślin eksponowanych 
na niskie natężenie światła wynosi około 70%, podczas 
gdy w warunkach ekspozycji roślin na wysokie natężenie 
światła udział ten spada do około 58% [4], Tożsamość bio
chemiczna „subpopulacji peryferycznej" LHCII pozostaje 
niewyjaśniona. Sugeruje się, że w błonach tylakoidowych 
szpinaku tę podjednostkę współtworzy grupa trimerycz- 
nych subkompleksów LHCII charakteryzujących się niski
mi wartościami pi [5]. Uważa się, że sensem fizjologicznym 
spadku wielkości puli LHCII w  odpowiedzi na ekspozycję 
na światło o podwyższonym  natężeniu jest zmniejszenie 
ilości tego kompleksu przypadającego na pojedynczy kom
pleks rdzeniowy PSU. Ma to prowadzić do ograniczenia 
ilości energii wzbudzenia elektronowego przenoszonego 
do centrów reakcji PSU i tym samym zmniejszenia ryzyka 
fotouszkodzenia PSU.

REGULACJA AKUMULACJI TRANSKRYPTÓW LHCB 
OBEJMUJĄCA SZLAKI SYGNALIZACYJNE INICJOWANE 
PRZEZ ODDZIAŁYWANIE ŚWIATŁO:FOTORECEPTOR

Według jednej z hipotez wielkość puli LHCII regulowa
na jest w odpowiedzi na długoterminowe natężenia świa
tła na poziomie akumulacji transkryptów LHCB, tzn. ją
drowych genów kodujących apobiałka LHCII. Hipoteza ta 
znajduje potwierdzenie w  obserwacjach wykazujących, iż 
poziom transkryptów apobiałek LHCII spada w odpowie
dzi na światło o podwyższonym  natężeniu. Wykorzystując 
technikę „Northern blotting", u rzodkiewnika stwierdzono 
spadek poziomu transkryptów LHCB1 w odpowiedzi na 
długoterminową (24h) ekspozycję na podwyższone natęże
nie światła [6]. W ostatnich latach do badań nad modulacją 
poziomu transkryptów LHCB w odpowiedzi na zmieniają
ce się natężenie światła wykorzystuje się technikę mikro- 
macierzy DNA. W jednej z prac należących do tego nurtu 
przeanalizowano zmiany poziomu ekspresji 7000 genów 
rzodkiewnika w  odpowiedzi na trwającą 3 h ekspozycję sie
wek na światło o podwyższonym  natężeniu i zaobserwo
wano osłabienie poziomu ekspresji czterch genów kodują
cych apobiałka typu LHCB 1 (LHCB1.2, LHCB1.3, LHCB1.4 
i LHCB1.5) oraz dwóch genów kodujących apobiałka typu

LHCB 2 (LHCB2.1 oraz LHCB2.2) [7], Spadek poziom u eks
presji LHCB1 i LHCB2 zaobserwowali również autorzy w 
innej pracy, analizującej zmiany poziomu ekspresji 6500 
genów w odpowiedzi na trwającą 3 h ekspozycję na pod
wyższone natężenie światła, nie generujące stresu świetlne
go; obserwacja ta dotyczyła LHCB1.3, LHCB1.5, LHCB2.2 i 
LHCB2.4 [1],

Ustalono, że mechanizmy regulacji transkrypcji genów 
kodujących apobiałka LHCII w odpowiedzi na długoter
minowe zmiany natężenia światła mogą obejmować „kla
syczne" dla roślin szlaki przekazywania sygnału inicjowane 
przez oddziaływanie światło:fotoreceptor. Jednym z fotore- 
ceptorów biorących udział w  regulacji transkrypcji genów 
kodujących apobiałka LHCII jest fitochrom. Chromoprote- 
id, jakim jest fitochrom, występuje w formie hom odim eru 
przyjmującego dwie fotoodwracalne konformacje: „Pr"- 
forma absorbująca światło czerwone i „Pfr"- forma absorbu
jąca światło dalekiej czerwieni. Cząsteczki fitochromu roślin 
wyższych przejawiają aktywność kinaz serynowo-treonino- 
wych. Pojedynczy polipeptyd ma masę cząsteczkową około 
125 kDa i pozostaje związany kowalencyjnie z cząsteczką 
chromoforu — fitochromobiliny. Domena N-końcowa po- 
lipeptydu odpow iada za percepcję bodźca świetlnego, 
podczas gdy dom ena C-końcowa odpowiedzialna jest za 
dimeryzację białka i przekazywanie informacji o odebraniu 
bodźca do kolejnych cząsteczek szlaku przekazywania sy
gnału [8], Cząsteczki fitochromu biorą udział w  regulacji 
poziomu ekspresji genów poprzez trzy typy reakcji: VLFR, 
LFR i HIR. Reakcje typu VLFR uruchamiane są w  odpow ie
dzi na pulsy światła czerwonego lub światła dalekiej czer
wieni o natężeniu od 0,001 do 1 pmoli kwantów światła * 
m '2 s '1. Z kolei do reakcji typu LF dochodzi w wyniku eks
pozycji rośliny na światło o natężeniu mieszczącym się w 
przedziale od 1 do 1000 gmoli kwantów światła * n r 2 s '1, a 
reakcje typu HIR są urucham iane w odpowiedzi na kontakt 
rośliny z natężeniem światła powyżej 1000 pmoli kwantów 
światła x m '2 s '1 [9], W reakcjach typu VLFR i LFR aktywną 
formę fitochromu stanowi Pfr, a w  reakcjach typu HIR ele
mentem  aktywnym  fizjologicznie jest krótkotrwały półpro
dukt powstający w  czasie fotokonwersji Pfr do Pr [10].

Regulacja poziomu ekspresji genów z rodziny LHCB nastę
puje głównie jako element reakcji typu LFR lub VLFR, doty
czy to w  szczególności LHCB1.1, LHCB1.4 i LHCB2.1 [11,12], 
U rzodkiewnika, spośród pięciu scharakteryzowanych do
tychczas produktów genów kodujących apobiałka fitochro
m u (PHYA-PHYE) [13], kluczową rolę w  regulacji poziomu 
ekspresji genów z rodziny LHCB odgrywają PHYA i PHYB. 
W reakcjach typu VLFR głównym fotoreceptorem uczestni
czącym w ścieżce przekazywania sygnału jest PHYA, nato
miast w reakcjach typu LFR — PHYB [9], W ścieżce przeka
zywania sygnału prowadzącej od PHYB (a także od PHYA) 
do modulacji poziomu ekspresji LHCB, istotną rolę odgrywa
ją czynniki transkrypcyjne PIF3 i CCA1. Ustalono, że forma 
Pfr PHYB może specyficznie i fotoodwracalnie oddziaływać 
na terenie nukleoplazmy z PIF3 (należącym do czynników 
transkrypcyjnych z rodziny bHLH) skompleksowanym w 
formie dimeru z promotorami genów kodujących czynniki 
transkrypcyjne z rodziny Myb [14-16]. Motywem rozpozna
wanym  przez PIF3 jest kaseta typu G (CACGTG), jeden z 
szerszej grupy elementów obecnych w promotorach genów,
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których transkrypcja jest regulowana przez światło (LRE) 
[17]. Oddziaływanie to prowadzi do aktywacji transkryp
cji stosownych genów. Jednym z genów, których ekspresja 
podlega tego rodzaju regulacji jest CCA1. Produkt tego genu 
reguluje z kolei ekspresję genów z rodziny LHCB poprzez 
oddziaływanie z odnalezioną w promotorach LHCB sekwen
cją AAA/CTCT, należącą do LRE [9,18] (Ryc. 1). W ścieżkę 
transdukcji sygnału, w której pośredniczy PHYA, zaanga
żowany może być ponadto czynnik transkrypcyjny HFR1 
należący do rodziny bHLH. Białko to funkcjonuje jako pozy
tywny sygnał regulatorowy w  formie homodimeru lub hete- 
rodimeru z PIF3. W promotorze genu LHCBl.l rzodkiewnika 
zidentyfikowano również dwa inne elementy biorące udział 
w zależnej od fitochromu ścieżce transdukcji sygnału: cis- 
element regulacyjny o rdzeniowej sekwencji ACGT, oddzia
łujący z czynnikiem transkrypcyjnym CUF-1 oraz motyw 
o długości 78pz, zawierający zachowane w ewolucji kasety 
GATA, rozpoznawany przez czynnik transkrypcyjny CGF-1 
[19]. U Lemna gibba za zależną od światła czerwonego regu
lację poziomu ekspresji LHCBl.l odpowiedzialne są z kolei 
dwie sekwencje o długości lOpz, z których jedna zawiera 
motyw AACCAA, druga natomiast motyw CGGATA [20]. 
Oba motywy są zachowane w ewolucji i występują w  wielu 
sekwencjach promotorowych genów z rodziny LHCB roślin 
wyższych, między innymi u rzodkiewnika w promotorach 
genów LHCBl.l, LHCBl.l i LHCB1.3, u grochu w promoto
rach: LHCB 1.2, LHCB1.3, LHCB1.4 oraz LHCBl.l, a także u 
pszenicy i kukurydzy w promotorze LHCBl.l [21],

Rycina 1. H ipotetyczny mechanizm  kontroli ekspresji LHCB p rzez PHYB (we
d ług  [9], zmienione). W reakcjach typu LFR-PHYB ścieżkę przekazyw ania  sy
gnału, prow adzącą od formy Pfr PHYB do zmienionej ekspresji LHCB, inicjuje 
specyficzne oddziaływ anie Pfr PHYB z czynnikiem transkrypcyjnym  PIF3 (rodzi
na bHLH). W oddziaływ anie to w chodzą dim eryczne cząsteczki PIF3 tworzące 
kom pleksy z prom otoram i genów kodujących czynniki transkrypcyjne z rodzi
ny Myb, w tym  z prom otorem  CCA1. O ddziaływ anie prow adzi do aktywacji 
transkrypcji CCA1, a m otyw em  rozpoznaw anym  przez PIF3 jest kaseta typu G 
(CACGTG). P rodukt białkowy CC A l  aktywuje transkrypcję genów  z rodziny 
LHCB poprzez oddziaływ anie w obrębie prom otora z sekwencją A A A /CTC T.
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U niektórych gatunków roślin LHCB1-3 pozostają rów 
nież pod kontrolą światła niebieskiego. W ydarzenia regu
lacyjne rozgrywają się zarówno na poziomie transkryp
cyjnym, jak i dotyczą poziomu stabilności mRNA, jednak 
wszystkie istniejące dane odnoszą się do reakcji na pulsy o 
różnym natężeniu, a nie na długoterminowe zmiany natę
żenia światła niebieskiego [22,23].

REGULACJA AKUMULACJI TRANSKRYPTÓW 
LHCB OBEJMUJĄCA SZLAKI SYGNALIZACYJNE 
INICJOWANE PRZEZ SYGNAŁY CHLOROPLASTOWE

Poziom ekspresji genów kodujących apobiałka LHCII 
podlega regulacji także przez sygnały pochodzenia chloro
plastowego (sygnały retrogradowe), z wykorzystaniem me
chanizmów nie inicjowanych przez typowe oddziaływania 
światło:fotoreceptor. Jednym z lepiej poznanych sygnałów 
retrogradowych jest prekursor metaboliczny chlorofilu, a 
mianowicie ester metylowy magnezoprotoporfiryny IX (Mg 
ProtoMe IX). Wykazano, że akumulacja Mg ProtoMe IX w 
komórkach Chlamydomonas reinhardtii wywołana traktowa
niem czynnikami blokującymi syntezę chlorofilu prow a
dzi do obniżenia poziomu akumulacji mRNA genów LHC 
[24], Taki sam efekt obserwowano także u roślin wyższych
— Lepidium sativum [25] oraz rzodkiewnika [26]. Udział Mg 
ProtoMe IX (a także jego bezpośredniego prekursora meta
bolicznego — magnezoprotoporfiryny IX, Mg Proto IX) w 
regulacji poziomu ekspresji potwierdzają również badania 
z wykorzystaniem m utantów  gun (1-5) rzodkiewnika [27], 
Brak sygnalizacji retrogradowej sprawia, że u tych m utan
tów fotouszkodzenie plastydów nie prowadzi, jak w przy
padku roślin typu dzikiego, do zahamowania transkrypcji 
genów z rodziny LHCB. Ustalono, że GUN5 koduje pod- 
jednostkę H chelatazy Mg2+ — enzymu katalizującego re
akcję przekształcenia protoporfiryny IX do Mg Proto IX, 
zlokalizowanego w wewnętrznej błonie otoczki chloropla
stowej [28]. Z kolei produkt GUN4 aktywuje podjednostkę 
H, a GUN2 i GUN3 związane są z przekształcaniem hemu 
w fitochromobilinę (GUN2 koduje oksygenazę hemu, GUN3 
syntazę fitochromobiliny) [29], Mechanizm przekazywania 
sygnału, prowadzący do zmiany poziomu ekspresji genów 
w wyniku zmian poziomu Mg Proto IX i Mg ProtoMe IX, 
pozostaje nieznany. Istniejące dane doświadczalne pozw a
lają poważnie rozważać dw a możliwe szlaki przekazywania 
sygnału [30,31]; obydwa przypisują istotną rolę podjedno
stce H chelatazy Mg2+ oraz białku GUN4, które wydają się 
pełnić funkcję głównego „sensora" zmian stężenia magne- 
zoprotoporfiryn w otoczce chloroplastowej, być może jako 
składniki kompleksu obejmującego ponadto monometylo- 
transferazę Mg Proto IX i inne enzymy. Jeden z możliwych 
szlaków byłby inicjowany przez wydostanie się Mg Proto 
IX i Mg ProtoMe IX z chloroplastu do cytosolu gdzie — być 
może poprzez oddziaływanie z nieznanymi czynnikami
— dochodziłoby do ciągu reakcji wiodących do aktywacji 
represora lub dezaktywacji aktywatora transkrypcji LHCB. 
A lternatywny scenariusz obejmuje oddziaływanie Mg Proto 
IX i Mg ProtoMe IX z hipotetycznym kompleksem otoczki 
chloroplastowej składającym się z podjednostki H chelatazy 
Mg2+ (oraz, być może, cząsteczek innych enzymów) i GUN4. 
Oddziaływanie takie miałoby prowadzić do uruchomienia 
w cytosolu ciągu reakcji kończących się także aktywacją re
presora lub dezaktywacją aktywatora transkrypcji LHCB.
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Istotną różnicą w stosunku do pierwszego z możliwych 
szlaków jest fakt, że Mg Proto IX i Mg ProtoMe IX pozostają 
wewnątrz chloroplastu (Ryc. 2).

Dalszych danych na temat tożsamości chloroplastowych 
sygnałów retrogradowych uczestniczących w regulacji eks
presji apobiałek LHCII dostarczyły badania nad mutantem  
laf6 rzodkiewnika (obniżona reaktywność na ciągłe oświe
tlenie daleką czerwienią), charakteryzującym się osłabie
niem poziomu ekspresji genów z rodziny LHCB. Ustalono, 
że laf6 mapuje się w genie A tN A P l  kodującym białko zlo
kalizowane w stromie chloroplastu, wykazujące znaczną 
homologię do nie związanych integralnie z błonami trans
porterów typu ABC cyjanobakterii i glonów [32,33]. M utant 
lafó charakteryzuje się obniżoną zdolnością do syntezy chlo
rofilu, która zostaje zatrzymana na etapie protoporfiryny 
IX (Proto IX). Następujące w wyniku akumulacji Proto IX 
zmiany poziomu ekspresji genów LHCB wskazują na udział 
także tego prekursora chlorofilu w sygnalizacji retrogrado- 
wej na szlaku chloroplast-geny kodujące apobiałka LHCII
[32], AtNAPl jest Fe-zależną ATP-azą, której nieobecność 
u mutanta lafó prowadzi do wzrostu stężenia Fe na tere
nie stromy i do akumulacji Proto IX. Przyczyną tych zmian 
jest prawdopodobnie zakłócenie stanu równowagi mię
dzy intensywnością syntezy chlorofilu i hemu, wynikające 
ze zmian aktywności zawierających centra Fe-S enzymów 
szlaku biosyntezy tetrapiroli [33].

W regulacji poziomu ekspresji genów LHCB w odpow ie
dzi na zmiany natężenia światła biorą udział również chlo
roplastowe sygnały redoks, odzwierciedlające intensywność 
PET. Wykazano, że u glonu Dunaliella tertiolecta poziom 
ekspresji genów LHCB jest zależny od statusu redoks puli 
PQ [34], W hodowanych w  warunkach stałego natężenia 
światła koloniach tej zielenicy całkowite utlenienie puli PQ 
wskutek podania 3-(3-4-dichlorofenylo)-l,l-dimetylo mocz
nika (DCMU), powodowało w  ciągu 12 h ponad dw ukrotny 
wzrost poziomu transkryptów LHCB, imitując efekt w y
stępujący podczas aklimatyzacji do obniżonego natężenia 
światła. Podanie koloniom glonów 2,5-dibromo-3-metylo-6- 
izopropylo-p-benzochinonu (DBMIB), prowadzące do cał
kowitej redukcji puli PQ, powodowało 75% spadek pozio
mu transkryptów LHCB, imitując efekt następujący podczas 
aklimatyzacji do podwyższonego natężenia światła. Wyniki 
te wskazują na stymulację transkrypcji LHCB przez PQ i jej 
hamowanie przez PQ H 2 [34], Przypuszcza się, że przeka
zywanie sygnału pochodzącego od statusu redoks puli PQ 
do jądra odbywa się z udziałem kaskady fosforylacyjnej, a 
mianowicie PQH., miałby aktywować kinazę fosforylującą 
niezidentyfikowane białko efektorowe błony tylakoidowej, 
co w konsekwencji prowadziłoby do jego przejścia w  formę 
rozpuszczalną. Białko to przedostawałoby się następnie do 
cytoplazmy, gdzie doprowadzałoby, przez kolejną fosfory- 
lację, do aktywacji represora blokującego region promoto-

rowy genów LHCB [34], 
Wyniki wielkoskalowej 
analizy zmian profilu 
ekspresji genów rzod
kiewnika w odpowiedzi 
na światło wzbudzające 
preferencyjnie PSI lub 
PSU wskazuje jednak, 
że status redoks puli 
PQ może nie odgrywać 
istotnej roli w regula
cji poziomu ekspresji 
LHCB w odpowiedzi 
na ekspozycję roślin na 
zmienione natężenie 
światła przez czas <3 h. 
Otóż ekspozycja przez 
3 h roślin rzodkiewni
ka hodowanych przy 
um iarkowanym  natęże
niu światła na światło 
białe o podwyższonym  
natężeniu i na światło 
preferencyjnie w zbu
dzające PSI pow odow a
ła spadek poziomu eks
presji LHCB1 i LHCB2, 
mimo iż nowe warunki 
świetlne prowadziły do 
osiągania przez plasto- 
chinon przeciwnych sta
nów redoks [1]. Autorzy 
sugerują, że plastochi- 
non może brać udział 
w regulacji poziomu
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Rycina 2. Hipotetyczny m echanizm  kontroli ekspresji LHCB p rzez M g ProtoIX, Mg ProtoM e IX oraz podjednostkę H chelatazy 
Mg2+ i p rodukt genu GUN4. Proto IX i jony Mg2+ są substratam i w reakcji katalizowanej przez, zlokalizowaną w  w ewnętrznej 
błonie otoczki chloroplastowej, chelatazę M g2ł, enzym u zbudow anego z podjednostek D, H  i I. Produktem  reakcji jest Mg Proto 
IX. Chelataza Mg2+praw dopodobnie  tworzy kom pleks z białkiem GUN4 i z kilkoma enzym am i zaangażow anym i w  biosyntezę 
chlorofilu, w  tym  z m onom etylotransferazą Mg Proto IX, katalizującą syntezę Mg ProtoM e IX. Dane doświadczalne z jednakow ym  
praw dopodobieństw em  wspierają dw a alternatyw ne szlaki sygnalizacyjne prow adzące od akumulacji Mg Proto IX i Mg ProtoM e 
IX w otoczce chloroplastowej do zaham ow ania transkrypcji LHCB na terenie jądra kom órkowego. W obydw u szlakach istotną rolę 
odgryw a podjednostka H chelatazy M g2+ oraz GUN4. W przebiegu jednego z praw dopodobnych szlaków (lewa część ryciny) Mg 
Proto IX i Mg ProtoM e IX wydostają się do cytosolu i tam, w  nieznany sposób, urucham iają ciąg reakcji prow adzący do aktywacji 
represora lub dezaktywacji aktyw atora transkrypcji LHCB. Drugi szlak (praw a część ryciny) nie obejmuje przechodzenia Mg Proto 
IX i Mg ProtoMe IX do cytosolu. M etabolity te pozostają w  otoczce chloroplastowej, ale oddziałują tam  z podjednostką H i GUN4 
w  sposób skutkujący w ytw orzeniem  nieznanej cząsteczki sygnałowej, przemieszczającej się z otoczki chloroplastowej do  cytosolu. 
Tam nieznana cząsteczka sygnałow a urucham ia ciąg reakcji prow adzących do aktywacji represora lub dezaktywacji aktyw atora 
transkrypcji LHCB. Objaśnienia symboli: A i C — dom niem ane represory transkrypcji LHCB, B i D — dom niem ane aktyw atory 
transkrypcji LHCB, D, H i I — podjednostki D, H i I chelatazy Mg2+, Proto IX, Mg Proto IX, Mg ProtoMe IX — protoporfiryna IX, 
m agnezoprotoporfiryna IX, ester m etylow y m agnezoprotoporfiryny IX, odpow iednio, X — dom niem any transporter uczestniczący 
w  przenoszeniu M g Proto IX, Mg ProtoM e IX do cytosolu, Y — nieznana cząsteczka sygnalna. Na podstaw ie prac [28,29].
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ekspresji LHCB1 i LHCB2 podczas aklimatyzacji do natężeń 
światła trwających dłużej niż 3 h. Teza ta znajduje poważne 
potwierdzenie eksperymentalne w doniesieniach sugeru 
jących, że u Dunaliella tertiolecta status redoks puli plasto- 
chinonu uczestniczy w regulacji poziomu ekspresji LHCB1 
tylko w odpowiedzi na zmiany natężenia światła trwające 
>8 h [35],

REGULACJA AKUMULACJI TRANSKRYPTÓW 
LHCB OBEJMUJĄCA SZLAKI SYGNALIZACYJNE 
INICJOWANE PRZEZ WSPÓŁDZIAŁANIE SYGNAŁU 
CHLOROPLASTOWEGO I CYTOPLAZMATYCZNEGO

Regulacja poziomu ekspresji LHCB w  odpow iedzi na 
długoterminowe zmiany natężenia światła podlega rów 
nież bardziej złożonej kontroli, wymagającej współdziałania 
sygnału chloroplastowego — praw dopodobnie w  formie 
statusu redoks puli glutationu lub tioredoksyny — oraz sy
gnału cytoplazmatycznego w formie puli cukrów rozpusz
czalnych [36], Okazało się, że represja transkrypcji LHCB 
następująca u rzodkiewnika w warunkach dostępności 
wysokiego stężenia rozpuszczalnych cukrów egzogennych 
jest obserwowana również w warunkach głodu cukrowego, 
jeżeli siewkom podany zostanie DCMU. Zważywszy, że 
pula plastochinonu pozostaje utleniona zarówno w w arun 
kach wysokiego stężenia cukrów, jak i w w arunkach gło
du cukrowego, sygnałem plastydowym współdziałającym 
z sygnałem pochodzącym ze stężenia cukrów w komórce 
musi być inny czynnik niż status redoks puli plastochino
nu [36]. Sugeruje się, że jest nim status redoks puli gluta
tionu lub tioredoksyny. Miałby on pełnić w tym mechani
zmie funkcję pozytywnego regulatora poziomu ekspresji 
LHCB, podczas gdy zależny od wysokiego stężenia cukrów 
rozpuszczalnych sygnał cytosolowy miałby funkcjonować 
jako regulator negatywny [36]. Sugestia co do roli statusu 
redoks puli glutationu w mechanizmie regulacji poziomu 
ekspresji LHCB wydaje się praw dopodobna w związku z 
istnieniem danych wskazujących na to, iż metabolizm glu
tationu w istotny sposób wpływa na ekspresję genów roślin 
(a mianowicie kilkudziesięciu genów jądrowych rzodkiew 
nika związanych z odpowiedzią na stres) [37], podczas gdy 
brak podobnych informacji w odniesieniu do tioredoksyny. 
Glutation może regulować ekspresję genów, zmieniając sto
pień utlenienia grup tiolowych białek regulatorowych albo 
zmieniając aktywność tych białek przez bezpośrednią glu- 
tationylację [37].

REGULACJA AKUMULACJI LHCB NA POZIOMIE 
ENZYMATYCZNEJ DEGRADACJI BIAŁKA

Istnieje szereg dowodów wskazujących na to, że obok 
mechanizmów działających na poziomie akumulacji trans- 
kryptów LHCB istotną rolę w zależnej od długoterm ino
wych zmian natężenia światła regulacji wielkości puli 
LHCII odgrywa enzymatyczna degradacja gotowych czą
steczek apobiałek LHCB1-3. U rzodkiewnika jako prote- 
azę zaangażowaną w proteolityczną degradację LHCB1 w 
odpowiedzi na długoterminową ekspozycję (24-72 h) na 
światło o podwyższonym  natężeniu zidentyfikowano chlo
roplastową metaloproteazę FtsH6. Dowód na to pochodzi 
z oceny intensywności degradacji LHCB1 w tylakoidach 
serii mutantów rzodkiewnika, u których drogą mutage- 
nezy insercyjnej indywidualnie wyciszono geny kodujące
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różne proteazy należące do rodziny FtsH [38]. Do rodzi
ny tej należą ATP- i cynkozależne metaloproteazy będące 
integralnymi białkami błony tylakoidowej. W degradacji 
LHCB2 w odpowiedzi na trwającą 48-72h ekspozycję szpi
naku na światło o podwyższonym  natężeniu odgrywa rolę, 
dotąd niezidentyfikowana, tzw. proteaza aklimatyzacyjna. 
Enzym ten rozpoznaje i degraduje LHCB2 wchodzący w 
skład monomerycznej formy LHCII. Do tej pory nie usta
lono jednoznacznie, czy jest to proteaza typu serynowego 
czy cysteinowego. Elementem umożliwiającym rozpozna
nie i degradację LHCB2 w składzie monomerycznej formy 
LHCII jest dostępność N-końcowej sekwencji, niedostępnej 
w przypadku formy trimerycznej. Proteaza aklimatyzacyj
na odpowiada za degradację LHCB2 wchodzącego w  skład 
„subpopulacji peryferycznej" LHCII, co prowadzi do 20- 
30% redukcji przekroju optycznego PSII. Aktywność prote
azy aklimatyzacyjnej jest regulowana zarówno na poziomie 
enzymu, jak i na poziomie jego substratu [39],

Poza opisanymi powyżej przykładami potwierdzający
mi możliwość regulacji wielkości puli LHCII w odpowie
dzi na długoterminowe zmiany natężenia światła na pozio
mie transkrypcji oraz enzymatycznej degradacji apobiałek 
LHCII istnieją dane wskazujące, że poziom apobiałek LHCII 
spada wraz ze wzrostem natężenia światła, ale nie w skazu
jące jednoznacznie poziomu, na którym mogą się rozgrywać 
wydarzenia regulacyjne. U rzodkiewnika zaobserwowano 
mianowicie, że w raz z podwyższaniem natężenia światła, 
na które eksponowane są rośliny podczas hodowli w yraź
nie spada poziom LHCB1 i LHCB2 [2]. Z kolei u szpinaku 
po 72 h aklimatyzacji do światła o podwyższonym  natę
żeniu obserwowany był spadek poziomu LHCB1-3, przy 
czym spadek poziomu białka LHCB1 widoczny był dopiero 
w w arunkach aklimatyzacji do światła o natężeniu światła 
indukującym um iarkowany stres świetlny [5],

REGULACJA NA POZIOMIE BIOSYNTEZY CHLOROFILU B

Zdaniem niektórych badaczy wielkość puli LHCII jest 
regulowana w odpowiedzi na długoterminowe zmiany na
tężenia światła nie na poziomie ekspresji apobiałek LHCII, 
lecz na poziomie biosyntezy chlorofilu b [40], Według tej hi
potezy do błony tylakoidowej włączane są tylko apobiałka 
LHCII, które związały chlorofil b, pozostałe natomiast zostają 
zdegradowane przez proteazy. Hipoteza ta pozostaje w zgo
dzie z licznymi doniesieniami wskazującymi na pozytywną 
zależność pomiędzy dostępnością chlorofilu b a akumulacją 
LHCII w  błonie tylakoidowej [41], Według tej hipotezy przy
czyną obserwowanego u glonów dramatycznego zwiększe
nia puli LHCII w odpowiedzi na długoterminową ekspozy
cję na światło o obniżonym natężeniu jest stymulacja tempa 
biosyntezy chlorofilu b i chlorofilu całkowitego. Kluczowym 
enzymem biosyntezy chlorofilu b wydaje się oksygenaza 
chlorofilidu a (CAO), która katalizuje przekształcenie chlo- 
rofilidu a w chlorofilid b. Zarówno poziom białka CAO, jak 
poziom jego mRNA znacząco wzrastają u Dunaliella salina w 
odpowiedzi na światło o obniżonym natężeniu [42], Podobną 
zależność zaobserwowano w przypadku rzodkiewnika [43]. 
Hipotezę o kluczowej roli CAO potwierdza ponadto obser
wacja, że nadekspresja CAO powoduje u roślin transgenicz- 
nych rzodkiewnika 10-20% wzrost puli LHCII bez modyfika
cji natężenia światła [44].
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Niezależnie od tego czy wielkość puli LHCII jest w 
istocie regulow ana w odpow iedzi na d ługoterm inow e 
zm iany natężenia światła tylko na poziomie ekspresji 
apobiałek LHCII, tylko biosyntezy chlorofilu b, czy na 
obydw u tych poziom ach jednocześnie, efektem spadku  
udziału  LHCII podczas ekspozycji na światło o p odw yż
szonym  natężeniu jest w zrost stosunku ilościowego chi 
a /c hl b i spadek tego stosunku w odpow iedzi na światło 
o obniżonym  natężeniu [3]. Zależne od natężenia św ia
tła zm iany puli LHCII i s tosunku ilościowego chi a/ c h i  b 
po tw ierdzono także w  odniesieniu do licznych gatunków  
roślin badanych na naturalnych  stanow iskach o zróżni
cow anym  reżimie św ietlnym  [45]. Konsekwencją zm ian 
wielkości puli LHCII są także inne odpow iedzi obserw o
w ane na poziom ie chloroplastu, np. w raz ze w zrostem  
natężenia światła, przy którym  hodow ano rośliny obser
w ow ano spadek stosunku ilościowego tylakoidów  zespo
lonych do niezespolonych oraz liczby tylakoidów  zespo
lonych w pojedynczym  granum  [41].

ODPWIEDZI NA DŁUGOTERMINOWE 
ZMIANY NATĘŻENIA ŚWIATŁA NA POZIOMIE 
MNIEJSZOŚCIOWYCH, PERYFERYCZNYCH 
ANTEN ENERGETYCZNYCH PSU

W odpowiedzi na ekspozycję na światło o podwyższo
nym natężeniu zaobserwowano również spadek poziomu 
transkryptów genów kodujących apobiałka innych niż 
LHCII peryferycznych anten PSU (tzn. anten mniejszościo
wych). W wyniku zastosowania techniki mikromacierzy 
DNA stwierdzono mianowicie, że u rzodkiewnika w w a
runkach ekspozycji na światło o podwyższonym  natęże
niu, nie generującym stresu świetlnego następuje spadek 
poziomu ekspresji LHCB4.2 i LHCB6 [1]. W zgodzie z tymi 
obserwacjami pozostaje doniesienie wskazujące, że wraz 
ze wzrostem natężenia światła, przy którym hodowane są 
rośliny rzodkiewnika spada poziom LHCB4-6 [2]. Sensem 
fizjologicznym spadku wielkości puli mniejszościowych an
ten peryferycznych PSII, podobnie jak w przypadku LHCII, 
jest ograniczenie ilości energii wzbudzenia elektronowego 
dostępnej dla P680 i zmniejszenie ryzyka fotouszkodzenia. 
W literaturze brak danych dotyczących ewentualnej roli 
szlaków sygnalizacyjnych inicjowanych oddziaływaniami 
światło:fotoreceptor i sygnałami retrogradowymi w regula
cji poziomu ekspresji genów kodujących apobiałka mniej
szościowych anten peryferycznych PSII.

ODPOWIEDZI NA DŁUGOTERMINOWE ZMIANY 
NATĘŻENIA ŚWIATŁA -  BIAŁKA ZWIĄZANE Z 
PET I REAKCJAMI CIEMNYMI FOTOSYNTEZY

U licznych gatunków roślin w  odpowiedzi na długoter
minową ekspozycję na światło o podwyższonym natężeniu 
równolegle ze spadkiem wielkości puli LHCII obserwuje się 
wzrost liczby cząstek PSII w przeliczeniu na całkowity chlo
rofil liścia, podczas gdy liczba cząstek PSI nie zmienia się zna
cząco [46]. Można oczekiwać, że ekspozycja na światło o pod
wyższonym natężeniu oznacza, wobec spadku wielkości puli 
LHCII, zwiększoną akumulację przynajmniej niektórych poli- 
peptydów kompleksu rdzeniowego PSII. Jednak w literaturze 
światowej brakuje danych jednoznacznie potwierdzających to
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oczekiwanie. Zwiększonej akumulacji w odpowiedzi na dłu
goterminowy wzrost natężenia światła można oczekiwać np. 
w odniesieniu do PsbS (ponieważ wzrasta poziom transkryp- 
tu [8]) czy w przypadku PsbA (ponieważ wzrasta pula PQ 
[40]). Ponadto wiadomo, że poziom akumulacji transkryptów 
PsbA i PsbP wzrasta przy przejściu ciemność:światło [47,48], 
Transkrypcja genów kodujących białka kompleksu rdzenio
wego PSII może pozostawać pod kontrolą fitochromu [47]. U 
szpinaku światło czerwone wydaje się również kontrolować 
poziom transkryptu PsbS na etapie potranskrypcyjnym [48].

REGULACJA AKUMULACJI I AKTYWNOŚCI 
KATALITYCZNEJ BIAŁEK ZWIĄZANYCH Z 
PET ORAZ AKUMULACJI PRZENOŚNIKÓW 
REDOKS ZWIĄZANYCH Z PET

Długoterminowe zmiany natężenia światła prowadzą do 
zmian w  poziomie ekspresji genów białek kompleksu cyto- 
chromowego b6f. Ekspozycja siewek jęczmienia na światło
0 podwyższonym natężeniu (7 dni) prowadzi do znacznego 
zwiększenia puli cytochromu /  [49], a u kilku gatunków ro
ślin (np. tytoniu, rzodkiewnika) obserwowano, że ekspozycji 
na światło o podwyższonym natężeniu towarzyszy wzrost 
poziomu transkryptu PETC, kodującego białko Rieskego 
[50], W siewkach tytoniu i pomidora zmiany te regulowane 
są na drodze zależnej od fitochromu i kryptochromu [51], 
Akumulacja białka Rieskego w  odpowiedzi na długoter
minowe zmiany natężenia światła może być kontrolowana 
również na poziomie potranskrypcyjnym [50]. Wykazano 
ponadto, że u szpinaku promotor genu PetH kodującego 
reduktazę ferredoksyna:NADP działa w sposób zależny od 
światła [52]. Jakkolwiek obserwowano, że w odpowiedzi na 
światło o podwyższonym natężeniu następuje niewielki spa
dek puli polipeptydów wchodzących w skład podjednostki 
katalitycznej syntazy CF1 ATP [53], to jednak aktywność 
katalityczna tej podjednostki silnie wzrasta [41]. Wzrost puli 
cytochromu f, PQ i aktywności katalitycznej ATPazy w od
powiedzi na światło o podwyższonym natężeniu częściowo 
tłumaczy powody, dla których rośliny wielu gatunków ro
snące w środowiskach naturalnych na stanowiskach silnie 
nasłonecznionych cechują się znacząco wyższymi wartościa
mi maksymalnej wydajności fotosyntezy w porównaniu z ro
ślinami egzystującymi na stanowiskach zacienionych, mimo 
posiadania zredukowanej puli LHCII [45].

REGULACJA AKUMULACJI I AKTYWNOŚCI 
KATALITYCZNEJ RUBISCO I INNYCH ENZYMÓW 
UCZESTNICZĄCYCH W FAZIE CIEMNEJ FOTOSYNTEZY

Natężenie światła wpływa również na poziom ekspresji
1 aktywność enzymów fazy ciemnej fotosyntezy. Dotyczy to 
między innymi rubisco, enzymu katalizującego reakcję kar- 
boksylacji RuBP w chloroplastach wszystkich zielonych ko
mórek roślin typu C3 i CAM oraz w  chloroplastach komórek 
pochwy wokółwiązkowej roślin typu C4. Zaobserwowano, że 
w odpowiedzi na długotrwałą ekspozycję na światło o pod
wyższonym natężeniu u licznych gatunków roślin dochodzi 
do wzrostu puli oraz aktywności rubisco (której miarą jest sto
pień karbamylacji cząsteczek enzymu) [2,54,55], Mechanizm 
prowadzący do zmian puli rubisco w stromie w odpowiedzi 
na zmiany natężenia światła obejmuje zmiany w  poziomie 
transkrypcji genów jądrowych, kodujących małe podjednost
ki rubisco (SSU). U grochu regulacja poziomu transkrypcji
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genów kodujących SSU pozostaje zarówno pod kontrolą 
światła niebieskiego, jak i czerwonego. Mechanizm ten za
leżny jest również od rytmu okołodobowego i etapu rozwoju 
rośliny [56], Promotory genów RBCS (kodujących mniejszą 
podjednostkę rubisco) zawierają liczne LRE — są to między 
innymi kasety typu I (GATAA), typu G (CACGTG), typu L 
(A ATT A ACC A A), elementy GT (GTGTGGTTAATATG), mo
tyw GGCCACT oraz elementy AT [57-61], Zidentyfikowano 
również wiele elementów frans-regulatorowych biorących 
udział w regulacji poziomu ekspresji genów RBCS, a miano
wicie: GT-1 (oddziałujący z elementami GT), PIF3 (oddziału
jący z kasetami typu G), 3AF1 i AT-1 (wiążące się w  rejonach 
promotorowych bogatych w adeninę i tyminę) oraz czynniki 
transkrypcyjne z grupy IBF-1 [16,58,62-64]. Aktywność nie
których z wymienionych wyżej czynników podlega regulacji 
potranslacyjnej. Dotyczy to między innymi białek AT-1 i GT-1, 
które podlegają odwracalnej fosforylacji. Czynnik transkryp- 
cyjny AT-1 pozostaje aktywny w formie nieufosoforylowanej 
[65] podczas gdy w przypadku czynnika transkrypcyjnego 
GT-1 fosforylacja powoduje zwiększenie aktywności [66], Za
leżna od natężenia światła regulacja może funkcjonować także 
na poziomie translacji, obejmując zarówno etap inicjacji, jak i 
elongacji [67], Istnieją ponadto powody by sądzić, że pewną 
rolę w zależnej od długoterminowych zmian natężenia światła 
regulacji puli rubisco odgrywa enzymatyczna degradacja goto
wych cząsteczek dużej podjednostki enzymu (LSU). Udowod
niono bowiem, że połówki liści tytoniu (wyhodowanego przy 
umiarkowanym natężeniu światła) eksponowane na światło o 
niskim natężeniu miały niższy poziom i aktywność rubisco niż 
połówki tego samego liścia eksponowane na światło o wyso
kim natężeniu, mimo iż obie połówki zawierały identyczną 
pulę mRNA dla LSU [68].

Aktywność rubisco (mierzona stopniem karbamylacji czą
steczek) jest, obok puli tego enzymu, czynnikiem w istotnym 
stopniu określającym szybkość przyswajania dwutlenku wę
gla i tempo cyklu Calvina. W odpowiedzi na oświetlenie rośli
ny obserwuje się karbamylację nieaktywnej w ciemności puli 
cząsteczek rubisco, a stopień karbamylacji wzrasta wraz ze 
wzrostem natężenia światła, na które roślina jest długotermi
nowo eksponowana. Za aktywację rubisco na świetle poprzez 
umożliwienie karbamylacji cząsteczek odpowiedzialna jest 
aktywaza rubisco. Ten ATP-zależny enzym doprowadza naj
prawdopodobniej do zmian konformacji centrum katalitycz
nego rubisco i przejścia struktury centrum z zamkniętej (ze 
związanymi w centrum katalitycznym fosforanami cukrów) 
w otwartą (po dysoqacji fosforanów cukrów). Otwarcie cen
trum katalitycznego czyni je dostępnym dla cząsteczek C 0 2 
dokonujących karbamylacji reszty aminokwasowej Lys 201 
i umożliwiających związanie jonów Mg2+ [68], U niektórych 
gatunków roślin aktywaza rubisco może stymulować karba
mylację także przez usuwanie z centrum katalitycznego czą
steczek karboksyarabinitol 1-fosforanu (CA1P), tzw. nocnego 
inhibitora rubisco. Wydajność stymulacji karbamylacji przez 
aktywazę rubisco wzrasta wraz ze wzrostem natężenia świa
tła, przy którym roślina jest hodowana [68],

W odpowiedzi na długoterminowe zmiany natężenia świa
tła zmienia się też poziom ekspresji genów kodujących inne 
enzymy fazy ciemnej fotosyntezy oraz aktywność gotowych 
cząsteczek enzymów, w tym tych które katalizują reakcje skła
dające się na cykl Calvina. Zmiany natężenia światła wpływają
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na poziom transkrypcji genów kodujących zależną od NADP 
dehydrogenazę jabłczanową, dikinazę pirogronian-ortofosfo- 
ran, dehydrogenazę aldehydu 3-fosfoglicerynowego, aldolazę 
fruktozo-l,6-bisfosforanu, kinazę fosfory bu łozy, fruktozo-1,6- 
bisfosfatazę oraz izomerazę rybulozo-5-fosforan [69], Poziom 
ekspresji genów kodujących dehydrogenazę aldehydu 3-fos- 
foglicerynowego, kinazę fosforybulozy oraz izomerazę rybu- 
lozo-5-fosforanu pozostaje pod kontrolą fitochromu [47], W 
promotorach genów GapA i GapB, kodujących odpowiednio 
podjednostki A i B dehydrogenazy aldehydu 3-fosfogliceryno- 
wego, znaleziono dwa LRE, a mianowicie kasetę Gap (ATGA- 
A(A/G)A) oraz element AE (AGAAACTT) [70,71], Ponadto, 
tylko w promotorze GapB znajduje się kilka innych LRE: PI 
(AGGTACCG), PII (TTGGTTTTGATCAAAACCAA), XXIII 
(CCCCATATGTATCTTA CCTACAT) oraz dwie kasety typu 
T (GGTACC) [72], U tytoniu z promotorami GapA i GapB od
działuje między innymi czynnik trans kry pcyjny GAPF [71].

Na poziomie aktywności katalitycznej niektóre enzymy 
związane z cyklem Calvina podlegają regulacji zależnej od 
natężenia światła w  następstwie odwracalnej redukcji ich 
mostków dwusiarczkowych przez system ferredoksyna/tio- 
redoksyna. Dotyczy to między innymi takich enzymów, jak 
fruktozobisfosfataza, sedoheptulozo-l,7-bisfosfataza, fosfory- 
bulokinaza oraz dehydrogenaza aldehydu 3-fosfogliceryno- 
wego. Enzymy te charakteryzują się wysoce ujemną wartością 
potencjału oksydoredukcyjnego i mogą być redukowane jedy
nie przez zredukowaną tioredoksynę, powstającą na świetle w 
wyniku redukcji utlenowanej tioredoksyny przez zredukowa
ną ferredoksynę. Zredukowana, aktywna forma wspomnia
nych enzymów utrzymuje się zatem tylko w warunkach eks
pozycji rośliny na światło, a wzrost natężenia światła prowa
dzi do wzrostu stopnia redukqi mostków dwusiarczkowych 
i wzrostu aktywności katalitycznej. Wykazano, że w aktywacji 
fruktozobisfosfatazy bierze udział tioredoksyna f. W przypad
ku grochu kluczową rolę w regulacji aktywności tego enzymu, 
zależnej od statusu redoks puli ferredoksyny, odgrywają trzy 
reszty aminokwasowe, a mianowicie Cys-173, Cys-178 oraz 
Cys-153. Tioredoksyna f aktywuje również fosforybulokinazę 
i dehydrogenazę aldehydu 3-fosfoglicerynowego. Sedoheptu- 
lozo-l,7-bisfosfataza jest z kolei aktywowana zarówno przez 
tioredoksynę f, jak i tioredoksynę m [69].

Wzrost puli oraz aktywności enzymatycznej rubisco i in
nych enzymów cyklu Calvina — w raz z opisanym wcześniej 
wzrostem puli cytochromu f, PQ i aktywności katalitycznej 
ATPazy — w pełni wyjaśnia dlaczego rośliny rosnące w śro
dowiskach naturalnych na stanowiskach silnie nasłonecz
nionych osiągają znacząco wyższe wartości maksymalnej 
wydajności fotosyntezy w  porównaniu z roślinami egzystu
jącymi na stanowiskach zacienionych [45].
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STRESZCZENIE

Siarka, jeden z makroelementów, występuje w  przyrodzie na kilku stopniach utlenienia 
(S+Vl, S+IV, S", S°). W większości związków organicznych siarkę znajdujemy w formie zre

dukowanej (S"), natomiast większość siarki w  środowisku nieożywionym  to siarka utlenio
na w  formie siarczanu (S+Vl). Zwierzęta, w  tym człowiek, potrafią asymilować siarkę pocho
dzącą jedynie ze źródeł organicznych, głównie aminokwasów siarkowych. Rośliny, wiele  
grzybów i bakterii posiadają unikatową zdolność do pobierania ze środowiska nieorganicz
nego siarczanu, jego redukcji oraz wbudowania w  związki organiczne. Poznanie regulacji 
tego procesu ma podstawowe znaczenie dla zrozumienia zależności pomiędzy dostępnością 
źródła siarki a wzrostem i rozwojem roślin, ich odpornością na stresy oraz, w przypadku 
roślin jadalnych, ich wartością odżywczą i zdrowotną. Uświadomienie sobie powyższych  
faktów stworzyło silną motywację dla szeregu grup badawczych do prowadzenia w  ostatniej 
dekadzie intensywnych badań dotyczących metabolizmu siarki w  roślinach oraz regulacji 
tego procesu. Praca ta ma na celu przybliżenie polskiemu czytelnikowi nowych w yników  i 
koncepcji dotyczących tej tematyki.

WPROWADZENIE

Siarka jest jednym  z m akroelem entów  w chodzących w skład organizm ów  
żywych. W ystępuje w wielu białkach, odgryw ając istotną rolę w kształto 
w aniu ich odpow iedniej struk tu ry  drugo- i trzeciorzędowej poprzez mostki 
dw usiarczkow e, w chodzi w skład centrów  aktyw nych wielu enzym ów , jest 
niezbędna do biosyntezy szeregu w ażnych m etabolitów  oraz innych sk ład 
ników  komórki. N ieorganiczna forma siarki (np. siarczan, siarczyn) m oże 
być w ykorzystyw ana przez rośliny, bakterie i niektóre grzyby, natom iast dla 
organizm ów  zwierzęcych (w tym  człowieka) jedyną dostępną form ą siarki 
jest jej forma organiczna, tj. am inokw asy siarkow e (cysteina i metionina) 
wchodzące w skład białek. Rośliny odgryw ają k luczow ą rolę w obiegu siar
ki w przyrodzie  dzięki zdolności pobierania i asymilacji siarczanu. Są one 
najważniejszymi w biosferze producentam i am inokw asów  siarkow ych oraz 
głów nym  źródłem  tych am inokw asów  dla zw ierząt. Cywilizacyjna dzia ła l
ność człowieka istotnie w pływ a na zm iany ilościowe siarczanu w glebie, w y 
wołując zarów no niedobór, jak i nadm iar, co z kolei pow oduje  konsekwencje 
rolnicze i środow iskow e, np. spow olniony w zrost roślin, mniejszą w ydajność 
plonów, większą w rażliwość na stresy biotyczne i abiotyczne. Znajomość 
szlaku asymilacji siarczanu oraz m etabolizm u zw iązków  siarki w roślinach 
na poziomie biochem icznym  i m olekularnym  jest n iezw ykle istotna z p u n k 
tu w idzenia możliwości optymalizacji procesu obiegu siarki w przyrodzie . 
W iedza ta może znaleźć w przyszłości bezpośrednie  przełożenie na takie 
dziedziny gospodarcze, jak: rolnictwo, ochrona p rzyrody , nauka o żyw ieniu  
i żywności czy naw et farm akologia i m edycyna.

Ostatnie lata obfitowały w prace poruszające problem atykę odpow iedzi 
roślin na głodzenie siarkowe oraz roli należytego naw ożenia siarkow ego 
w rozwoju roślin, ich odporności na stresy i choroby. Tem atyka ta stała się 
szczególnie popu larna  ze w zględu na coraz częstsze w ystępow anie objawów 
charakterystycznych dla n iedoborów  siarki u roślin upraw nych. N iedobo 
ry te, w idoczne u roślin o bardzo dużym  lub d użym  zapotrzebow aniu  na 
siarkę (np. rzepak, gorczyca, kapusta, rzodkiew , rzepa, cebula, czosnek), 
spow odow ane są p rzede w szystkim  zm niejszonym  opadem , pochodzących 
z zanieczyszczeń, zw iązków  siarkowych na pow ierzchnie  pól. W krajach eu 
ropejskich oraz w USA emisja dw utlenku  siarki do atm osfery stale maleje, 
na przykład w latach 1980-2006 emisja tego zw iązku  w USA spadła  o 66%, 
a w  Europie w okresie 1980-2004 aż o 73% [1]. W Azji natom iast, u trzym uje 
się tendencja w zrostow a, a na czele em iterów  d w utlenku  siarki znajdują się 
Chiny, które dopiero  w  roku 2006 w prow adziły  pierw szy narodow y p lan  
redukcji emisji tego zw iązku, o 10% do roku 2010. W Polsce, w ed ług  danych  
szacunkow ych GUS, całkowita emisja dw u tlenku  siarki spadła o 62% w
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okresie 1990-2005. Kolejnym czynnikiem  odpow iedz ia l
nym za ogólne zmniejszenie zawartości siarki w glebach 
jest pow szechne stosowanie w rolnictwie nowoczesnych, 
bezsiarkowych (lub z niską zaw artością siarki) naw ozów  
mineralnych. Deficyt siarki w glebie obniża wydajność 
plonów  roślin upraw nych, wpływając na ograniczenie 
pobierania azotu, redukując zawartość bogatych w siar
kę m etabolitów, które odpow iedzialne są za odporność 
roślin na stresy biotyczne i abiotyczne [2], a także obni
żając jakość p roduk tów  roślinnych przeznaczonych do 
spożycia [3], Celem tego opracow ania jest przybliżenie 
i usystem atyzow anie obecnego stanu w iedzy w zakresie 
m etabolizm u siarki w roślinach z naciskiem na regulację 
tego procesu w w arunkach  niedoborów  siarki.

TRANSPORT I REDUKCJA SIARCZANU

Pobrany z gleby siarczan jest transportowany do wiązek 
przewodzących, którymi dociera do pozostałych organów. 
Podczas pobierania i dystrybucji siarczan kilkukrotnie musi 
pokonywać błony biologiczne za pomocą transporterów w 
nich ulokowanych. Pierwszą barierą jest błona cytoplazma- 
tyczna komórek najbardziej zewnętrznej warstwy epidermy 
korzenia przy pobieraniu siarczanu z gleby, następnym i są 
błony tkanki przewodzącej podczas przenoszenia pomię
dzy organami rośliny i wreszcie błony komórek mezofilu 
liści. W ewnątrz komórek również zachodzi transport trans- 
błonowy do organelli, takich jak plastydy czy wakuole. 
Liczne badania potwierdzają, że rośliny są w stanie dosto
sowywać aktywność transporterów oraz poziom pobierania 
siarki zarówno do własnych potrzeb, jak i do zewnętrznych 
warunków środowiska [4], Stężenie siarczanu w cytopla- 
zmie utrzym ywane jest na względnie stałym poziomie, a 
jego nadm iar magazynowany jest w wakuoli. Transport 
siarczanu jest głównym etapem podlegającym regulacji w 
roślinie. Pozostałe mechanizmy regulacyjne są z nim po
łączone w celu optymalizacji wydatków energetycznych 
rośliny, utrzymania homeostatycznego poziomu siarczanu 
w cytoplazmie oraz zapobiegania nadmiernej akumulacji 
produktów asymilacji siarczanu. Skoordynowana ekspresja 
genów kodujących transportery siarczanu umożliwia rośli
nie właściwe zarządzanie zasobami siarczanu. Dotychczas

Tabela  1. T ransportery siarczanu w Arabidopsis thaliana (w edług Buchner i wsp. [6]).

poznane roślinne transportery siarczanu, wliczając w to 14 
transporterów Arabidopsis thaliana (Tab. 1), grupują się w 
pięć rodzin strukturalnych [5].

Kontrola pobierania siarczanu z gleby zachodzi przede 
w szystkim  na poziom ie ekspresji genów kodujących 
transportery  pierwszej grupy, tj. transportery  o w yso
kim pow inow actw ie do siarczanu, SULTR1;1 i SULTR1;2. 
U A. thaliana poziom  mRNA A tSU L T R l;l  w w arunkach 
optym alnej zawartości siarki w podłożu  jest bardzo niski, 
a w zrost poziom u ekspresji w odpow iedzi na głodzenie 
siarkowe — bardzo w yraźny. Gen kodujący AtSULTRl;2 
podlega słabszej regulacji — stw ierdzono znacznie w yż 
szy poziom  mRNA AtSU LTRl;2  w w arunkach  optym al
nych oraz słabszą indukcję głodzeniem  siarkow ym  w 
porów naniu  do A tSU L T R l;l  [7]. Rośliny z wyłączonym i 
genam i A tSU L T R l;l i AtSU LTRl;2  są całkowicie n iezdol
ne do pobierania siarczanu [8]. W ymienione geny ule 
gają ekspresji głównie w epiderm ie i w arstw ie korowej 
korzeni oraz kodują transportery  charakteryzujące się 
w ysoką specyficznością w zględem  siarczanu. T ranspor
ter AtSULTRl;3 jest nieco odm ienny niż pozostałe, gdyż 
w ystępuje w  błonach kom órek tow arzyszących we flo- 
emie, pełniąc p raw dopodobn ie  funkcję w redystrybucji 
siarczanu [9].

T ransportery  drugiej g rupy  charakteryzuje niższa spe
cyficzność w stosunku do siarczanu. Ich ekspresja zacho
dzi w tkankach przew odzących, co sugeruje, że mogą być 
odpow iedzialne za dystrybucję siarczanu oraz jego re 
dystrybucję, współdziałając ze w spom nianym  wcześniej 
białkiem AtSULTRl;3 z grupy  pierwszej. Geny kodują 
ce białka grupy  drugiej ulegają ekspresji we wszystkich 
organach A. thaliana (liście, łodygi i korzenie). Regula
cja ekspresji AtSULTR2;2  u A. thaliana jest odm ienna od 
regulacji ekspresji jego hom ologa u Brassica oleracea [4]. 
Obserwacja ta uśw iadam ia nam  konieczność p row adze 
nia badań  z użyciem  różnych gatunków  roślin w celu do 
kładniejszego scharakteryzow ania transportu  siarczanu 
oraz roli poszczególnych transporterów  w tym procesie. 
Różnice w dystrybucji i zawartości siarczanu w korze
niach i pędach  wyżej w spom nianych gatunków  roślin są

N azw a Gen Nr sekwencji cDNA w GenBank Praw dopodobna funkcja

G rupal SULTR1;1 At4g08620 AB018695 pobieranie, szczególnie w w arunkach niskiego stężenia
SULTR1;2 Atlg78000 AB042322 pobieran ie/ słabiej regulow any niż SULTR1;1
SULTR1;3 Atlg22150 AB049624 redystrybucja pom iędzy organam i/floem

G rupa2 SULTR2;1 At5gl0180 AB003591 redystrybucja przez tkanki przew odzące
SULTR2;2 Atlg77990 D85416 redystrybucja/słabiej regulow any niż SULTR2;1

Grupa3 SULTR3;1 At3g51895 D89631 niejasna ro la/ekspresja  genu w liściach
Sultr3;2 At4g02700 AB004060 niejasna ro la/ekspresja  genu w  liściach
Sultr3;3 Atlg23090 AB023423 niejasna ro la/ekspresja  genu w liściach
Sultr3;4 At3gl5990 B054645 niejasna ro la/ekspresja  genu w  liściach
SULTR3;5 At5gl9600 AB061739 redystrybucja/w spom aga funkcję SULTR2;1

Grupa4 SULTR4;1 At5gl3550 AB008782 transport przez błonę tonoplastu /m obilizacja zasobów
SULTR4;2 At3gl2520 AB052775 transport przez błonę tonoplastu /m obilizacja zasobów

Grupa5 SULTR5;1 Atlg80310 NP_178147 niejasna rola
SULTR5;2 At2g25680 NP_180139 niejasna rola
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praw dopodobn ie  skutkiem  różnic w ekspresji genów  ko
dujących hom ologiczne transportery.

Trzecia g rupa transporterów  pozostaje słabo funkcjo
nalnie scharakteryzow ana i być może, ze w zględu  na 
wielkość, zostanie w przyszłości podzielona na p o d g ru 
py. Do tej pory badania  koncentrow ano głównie na izo- 
formie AtSULTR3;5, która ma związek z intensywnością 
transportu  siarczanu z korzeni do części nadziem nych  
[10]. Na podstaw ie badań  w drożdżach w ysunięto w nio 
sek, iż białko to pełni funkcję transportera  tylko w postaci 
heterodim eru z białkiem AtSULTR2;l, którego gen ulega 
wzmożonej ekspresji w w arunkach  obniżonej zawartości 
siarki w podłożu. O dm ienne w yniki uzyskano z homolo- 
giem AtSULTR3;5, pochodzącym  z Lotus japonicus, który 
lokuje się w błonie sym biosom u z bakteroidem  i odp o 
w iada za dostarczanie siarki do składnika nieroślinnego. 
Białko to w  przeciw ieństw ie do AtSULTR3;5 pochodzące
go z A. thaliana jest zdolne pełnić swoją funkcję w  kom ór
kach drożdży  sam odzielnie, bez konieczności dimeryzacji 
z innym  transporterem , a także wydaje się pełnić funkcję 
w asymilacji azotu  atm osferycznego [11].

Grupy czwarta i piąta zawierają transportery zlokalizo
wanie w błonie tonoplastu. Transportery czwartej grupy 
wydają się być zaangażowane w przenoszenie (remobiliza- 
cję) siarczanu z wakuoli do cytoplazmy i są regulowane po
zytywnie przez głodzenie siarkowe [12]. Rola białek grupy 
piątej nie została dotychczas poznana. Więcej informacji na 
temat transporterów siarczanu w roślinach czytelnik może 
znaleźć w szerokich opracowaniach przeglądowych na ten 
temat [5],

W ewnątrzkomórkowy siarczan stanowi, zależnie od za
sobności gleby oraz wieku i aktywności metabolicznej tkan
ki roślinnej, 70-90% całkowitej siarki zawartej w liściach 
[13]. Inne formy siarki nieorganicznej (np. siarka elementar
na [S°], siarczyn [S+lv], siarczek [S “]) obecne są w tkankach 
roślinnych w mniejszej ilości. Pozostała siarka znajduje się 
we frakcji organicznej, wchodząc w skład białek, polipepty
dów, lipidów chloroplastowych oraz wtórnych siarkowych 
metabolitów.

Większość związków organicznych zawiera siarkę w for
mie zredukowanej (S“ ). Redukcja siarczanu zachodzi szcze
gólnie prężnie w chloroplastach intensywnie fotosyntety- 
zujących liści oraz stopniowo słabnie w  miarę starzenia się 
tkanki liściowej. W mniejszym stopniu proces ten zachodzi 
również w plastydach korzeni. Siarczan jest związkiem sta
bilnym. Z tego pow odu redukcja pobranego z podłoża siar
czanu do siarczku jest procesem bardzo energochłonnym i 
zachodzi w trzech etapach. Pierwszym etapem jest, katali
zowany przez sulfurylazę ATP (EC 2.7.7.4), proces aktywa
cji, w którym przy udziale ATP powstaje aktywny siarczan 
(5'-fosfosiarczan adenozyny; APS). U A. thaliana izoenzymy 
sulfurylazy ATP istnieją zarówno w chloroplastach, jak i w 
cystosolu. APS jest następnie redukowany przez redukta- 
zę APS (EC 1.8.4.9) do siarczynu. Do reakcji tej potrzebny 
jest GSH. Czytelnik zainteresowany szczegółami tej reakcji 
i właściwościami enzymu odsyłany jest do niedawnej pracy 
przeglądowej [14]. Ostatnim etapem jest redukcja siarczynu 
do siarczku katalizowana przez reduktazę siarczynową (EC
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1.8.7.1). Warto wspomnieć, że białko to, oprócz funkcji ka
talitycznej, wydaje się pełnić, niezbyt dobrze zdefiniowaną, 
dodatkową funkcję w  chloroplastach roślinnych, wykazując 
silne powinowactwo do DNA i zwiększając upakowanie 
nukleoidów, co z kolei w pływa na ograniczenie aktywno
ści transkrypcyjnej DNA chloroplastowego [15]. Obecnie 
przyjmuje się, że zarówno siarczyn, powstający w wyniku 
redukcji APS, jak i siarczek, powstający w następnym  etapie 
występują w formie wolnej [16], a nie w formie związanej 
z jakimś związkiem organicznym, jak poprzednio spekulo
wano.

Należy wspom nieć o tym, że siarka jest w b u d o w y w a
na w związki organiczne także w formie n iezredukow a- 
nej (SVI+). Transfer g rupy  siarczanowej na różnorodne 
substraty  (np. białka, pep tydy , lipidy, flawonoidy, kseno- 
biotyki) katalizow any jest p rzez sulfotransferazy. W w y 
niku tych reakcji powstają siarczanow e estry i koniugaty, 
których właściwości (np. rozpuszczalność) i biologiczna 
aktyw ność odbiegają od ich niezm odyfikow anych odpo 
w iedników . Spekuluje się, że enzym y te mogą odpow ia 
dać za modulację takich procesów, jak wzrost, rozwój i 
odpow iedź  na stresy środow iskow e [17]. U niw ersalnym  
donorem  reszty siarczanowej w reakcjach katalizow a
nych p rzez białka z tej rodziny jest 5 '-fosfosiarczan 3'-fos- 
foadenozyny (PAPS), powstający w w yniku fosforylacji 
APS przez kinazę APS. U w aża się, że w przeciw ieństw ie 
do plastydowej izoformy tego enzym u, która produkuje 
APS w ykorzystyw any następnie  do asymilacyjnej reduk 
cji siarczanu, cytosolowa izoform a produkuje  PAPS słu 
żący jako substrat dla sulfotransferaz. Jedynie u niższych 
roślin (np. Physcomitrella patens), podobnie jak u bakterii, 
PAPS jest redukow any  do siarczynu przy użyciu reduk- 
tazy PAPS [18].

Siarczyn może zostać ponow nie utleniony do siarcza
nu dzięki aktywności oksydazy siarczynowej, zaw ie
rającej molibden jako kofaktor w centrum  aktyw nym . 
Obecność tego enzym u w peroksysom ach jest dobrze 
udokum entow ana, aczkolwiek do niedaw na w zbudzała  
kontrow ersje w środow isku naukow ców  zajmujących się 
m etabolizm em  siarki. Enzym  ten służy p raw dopodobn ie  
jako „zaw ór bezpieczeństw a" n iezbędny do detoksyfika- 
cji nadm iaru  siarczynu w tkankach, przy  czym siarczyn 
m ógłby pochodzić zarów no ze źródła zew nętrznego  (za
nieczyszczenie atmosfery), i ze źródła w ew nętrznego  
(działanie szlaku asymilacji siarczanu) [19,20],

BIOSYNTEZA ORAZ METABOLIZM CYSTEINY

W przeciw ieństw ie do asymilacyjnej redukcji siarcza
nu, która zachodzi głów nie w chloroplastach, b iosynte
za cysteiny jest m ożliwa zarów no w plastydach, jaki i w 
cytoplazm ie i m itochondriach. Cysteina powstaje w w y 
niku działania liazy O-acetyloserynowo-tiolowej (OAS- 
TL), katalizującej reakcję przyłączenia siarczku do O-ace- 
tyloseryny (O AS). O AS, który jest dawcą szkieletu ami- 
nokw asow ego, powstaje w w yniku  przeniesienia grupy 
acetylowej, pochodzącej z acetylo-CoA, na serynę przy 
udziale acetylotransferazy serynowej (SAT). Cysteina jest 
p ierw szym  zw iązkiem  organicznym  zawierającym  zre 
dukow aną siarkę (Ryc. 1).

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

http://www.postepybiochemii.pl


s o 4 estry siarczanowe

Rycina 1. Główne m etabolity siarkowe i ich pochodne w  roślinach. Schemat przygotow ano na podstaw ie danych zaw artych w  KEGG Pathw ays Database (w w w .genom e. 
a d .jp /kegg /pa thw ay .h tm l). ACC — kw as 1-am inocyklo-propano-l-karboksylow y; OAS — O-acetylo-L-seryna; SAM — S-adenozylometionina; SMM — S-metylometio- 
nina.

Cysteina jest w budow yw ana w białka, a także jest sub- 
stratem do produkcji glutationu (GSH), metioniny i innych 
metabolitów. Metionina jest z kolei bezpośrednim prekur
sorem S-adenozylometioniny (SAM), która jest nie tylko 
uniwersalnym donorem grup metylowych potrzebnych do 
syntezy olbrzymiej liczby metabolitów, ale również substra- 
tem do produkcji tak istotnych związków, jak etylen, niko- 
tianamina i poliaminy. Główną formą występowania metio
niny w obecności tlenu cząsteczkowego jest sulfotlenek me
tioniny, który jak wiele sulfotlenków wykazuje negatywny 
w pływ  na wzrost grzybni, co związane jest z odpornością 
roślin na patogeny. Rośliny do wielu procesów potrzebują 
metioniny w stanie zredukowanym , który utrzym ują przy 
użyciu kontroli statusu redoks za pomocą glutationu oraz 
dzięki aktywności reduktazy sulfotlenku metioniny (EC 
1.8.4.6) [21].

Cysteina jest potrzebna do produkcji centrów żelazo-siar- 
kowych niezbędnych do przeprow adzania kluczowych pro
cesów metabolicznych [22], służy jako substrat do produkcji 
głukozynolatów, fitoaleksyn, licznych białek i polipepty- 
dów, w  tym białek bogatych w  siarkę (SRPs), a także bierze 
udział w  syntezie p-cyjano-alaniny, niezbędnej w  procesie 
detoksykacji cyjanku, będącego ubocznym produktem  syn
tezy etylenu, oraz odzyskiwania zredukowanego azotu w 
nim zawartego do produkcji aminokwasów [23].

G lutation  jest tró jpeptydem  (y-glutamylo-cysteinylo- 
glicyna) syn tetyzow anym  enzym atycznie w dw óch kolej
nych etapach. Jego stężenie w ielokrotnie p rzekracza stę
żenie wolnej cysteiny w komórce, co pozw ala założyć, że 
zw iązek ten służy do m agazynow ania  i transpo rtu  z red u 
kowanej siarki. G lutation pełni w komórce w iele funkcji 
zw iązanych nie tylko z m etabolizm em  siarki, ale rów nież 
z regulacją w zrostu  i rozwoju, odpow iedzią  na stresy, re 
gulacją ekspresji genów, detoksykacją szkodliw ych m e
tabolitów  i ksenobiotyków; jest substratem  do syntezy
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fitochelatyn w iążących szkodliw e metale. Związek ten 
może w ystępow ać zarów no w formie zredukow anej, jak 
i w formie utlenionej. Dzięki tem u jest on fizjologicznym 
regulatorem  wielu reakcji z udziałem  grup tiolowych i 
uw ażany jest za głów ny czynnik regulujący potencjał re 
doks komórki [24].

REGULACJA SZLAKU -  POSTULOWANA 
ROLA OAS I GLUTATIONU

Podw yższenie poziom u OAS w czasie stresu głodze
nia siarkowego oraz jego silny w pływ  na syntezę cyste
iny były podstaw ą do wysunięcia hipotezy, że OAS pełni 
w  metabolizm ie siarki w roślinach podw ójną funkcję — 
struk tura lną  (jako szkielet w ęglowo-azotowy) i regulato 
rową, podobną do funkcji OAS w bakteriach, w których 
wiąże się bezpośrednio  do białka CysB, stymulując trans 
krypcję genów szlaku asymilacji siarczanu [25]. H ipotezę 
tę w ydaw ały  się potw ierdzać liczne dośw iadczenia suge
rujące, iż akum ulacja OAS jest silnym  sygnałem  indukcji 
wszystkich e tapów  szlaku asymilacji siarczanu do cyste
iny, co w pływ a na zwiększenie zawartości tioli, a także 
badania wykazujące, że egzogennie podany 1 mM OAS 
indukuje wiele genów spośród tych, które regulow ane są 
rów nież podczas głodzenia siarkowego [26], Ostatecznie 
jednak hipoteza ta jest raczej kw estionow ana. Po p ie rw 
sze, pom im o w ielokrotnych prób nikom u nie udało  się 
zidentyfikować białka roślinnego wiążącego OAS. W ar
to zaznaczyć, że białka z rodziny LysR, do której należy 
CysB, w ystępują jedynie w kom órkach bakteryjnych, co 
byłoby dodatkow ym  argum entem  za bakteryjną specy
ficznością tego typu  regulacji. Po drugie, znaczące zw ięk
szenie poziom u OAS obserw ow ane było w roślinach do 
piero po d ługim  okresie głodzenia siarkowego, co w ska
zuje, że jest to raczej konsekwencja głodzenia niż element 
wczesnej odpow iedzi, czego należałoby oczekiwać od 
cząsteczki sygnalnej [27]. Po trzecie, okazało się, że zna 
czącą zależność ekspresji genów pod w pływ em  głodze
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nia siarkowego i traktow ania egzogennym  OAS obserw o
w ano tylko w liściach i jedynie dla w ybranych genów. 
Dokładniejsza analiza w ykazała brak takiej zależności 
w p rzypadku  szeregu innych genów, co sugerowało, że 
OAS nie może być jedynym  sensorem  głodzenia siarko
wego [28], Obecnie za najbardziej p raw dopodobną  u w a 
ża się hipotezę, że akum ulacja OAS, który w norm alnych 
w arunkach  jest zwykle limitującym substratem , jest je
dynie wskaźnikiem  braku zrów now ażenia  m etabolizm u 
siarki i azotu, wobec czego zw iększona akum ulacja OAS 
odczytyw ana jest błędnie przez kom órki jako informacja
0 głodzeniu siarkow ym  lub zw iększonym  zapotrzebow a
niu na metabolity siarkowe [4].

M etabolity zawierające grupy  tiolowe, cysteina i GSH, 
w ywierają antagonistyczny do OAS w pływ  na p rzepusto 
wość szlaku asymilacji siarczanu. Zw łaszcza g lutation jest 
postu low any jako cząsteczka sygnalna odpow iedzialna 
za represję genów  szlaku i m ediator sta tusu  siarkowego 
rośliny. Ze w zględu  na bardzo szeroką rolę tego zw iązku
1 jego udział w wielu różnych procesach zw iązanych z 
odpow iedzią  na stresy środow iskow e oraz regulacją sta 
tusu redoks w  cytoplazm ie kom órek funkcja g lutationu 
jako m ediatora sta tusu  siarkow ego rośliny wydaje się 
jednak dyskusyjna.

WPŁYW GŁODZENIA SIARKOWEGO NA ROŚLINY

Odpowiedź roślin na głodzenie siarkowe można podzie
lić na trzy główne etapy [4], W fazie początkowej zmiany 
ograniczone są do szlaku asymilacji siarczanu i polegają 
głównie na optymalizacji pobierania siarczanu i jego wyko
rzystania, a także na uwalnianiu rezerw siarczanu z waku- 
oli. Następny etap obejmuje zmiany innych szlaków meta
bolicznych, w  tym mobilizację siarki z zasobów organicz
nych (np. zainicjowanie degradacji glukozynolanów w A. 
thaliana), dostosowanie metabolizmu azotu do obniżonego 
metabolizmu siarki oraz zainicjowanie odpowiedzi typowej 
dla stresów środowiskowych (indukcja antyoksydantów). 
W ostatniej fazie roślina ukierunkowuje metabolizm na 
szybsze zakończenie wzrostu wegetatywnego i wejście w 
okres generatywny. Charakterystyczne dla tego etapu jest 
m.in. ograniczenie wzrostu, zmniejszenie stosunku długo
ści pędów do korzeni, zainicjowanie procesów starzenia się 
tkanek oraz podjęcie próby wydania nasion.

Jednym z charakterystycznych objawów długotrwałego 
głodzenia siarkowego jest chloroza, dotykająca zwłaszcza 
najmłodsze liście w pobliżu wierzchołka pędu. W w arun
kach niedoboru siarki dochodzi do zmniejszenia ilości syn
tetyzowanego chlorofilu oraz zawartości sulfolipidów w 
liściach [29], Skutkuje to zahamowaniem błonowych proce
sów energetycznych, w  szczególności intensywności foto
syntezy, poczynając od tkanek najmłodszych. W przypadku 
postępujących niedoborów ilość dystrybuowanej i redystry- 
buowanej siarki do młodych organów ulega obniżeniu, jed
nak jest to spadek większy niż wynikający ze zmniejszenia 
dostępności źródła. Prawdopodobnie zatem długotrwałe 
głodzenie siarkowe prowadzi do wysłania hipotetycznego 
sygnału do jak najszybszego zakończenia wzrostu wege
tatywnego i podjęcia próby wydania nasion. Początkowo 
zahamowany zostaje wzrost części nadziemnej przy jed
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noczesnym zwiększonym wzroście korzeni lateralnych. W 
przypadku niepowodzenia strategii poszukiwania nowych 
źródeł siarki w glebie, w obliczu zmniejszających się rezerw 
związków siarkowych, ham owany jest wszelki rozrost 
organów wegetatywnych, w tym również korzeni. Jest to 
prawdopodobnie związane z przestawieniem metabolizmu 
w kierunku wytworzenia organów generatywnych.

Szczególną rolę w  odporności roślin na stresy środowi
skowe odgrywają czynniki odporności zawierające siarkę 
(SDCs; ang. sulfur-containing defence compounds). Należą do 
nich związki silnie związane z odpornością, jak: glutation, 
glukozynolaty, białka bogate w  siarkę; a także te o dotych
czas niepotwierdzonej roli w mechanizmach odpornościo
wych roślin, jak: fitoaleksyny, lotne związki siarkowe oraz 
siarka elementarna [2,30], Związki te ulegają akumulacji w 
wyniku zakażenia i wykazują działanie toksyczne w sto
sunku do chorobotwórczych grzybów, niektórych gram- 
dodatnich bakterii, ow adów  oraz nicieni. Gromadzenie 
niektórych z tych związków, wydaje się być związane z ilo
ścią dostępnej siarki w podłożu. W wyniku głodzenia siar
kowego dochodzi do zmniejszenia ilości roślinnych SDCs 
w roślinach zdrowych oraz obniżenia intensywności odpo
wiedzi na patogeny w roślinach zakażonych. Postępujące 
wraz ze zwiększeniem stężenia źródła siarki, gromadzenie 
SDCs podnosi odporność roślin na przyszłe zakażenia, a 
prawdopodobnie także tolerancję na metale ciężkie. Wyko
rzystywane jest to w ogrodnictwie gdzie, aby zwiększyć od 
porność roślin, dostarcza się im dodatkowego źródła siarki, 
powodując tym samym zwiększenie stężenia SDCs w up ra 
wianych roślinach.

REGULACJA TRANSKRYPCJI

Badania zmian ekspresji genów pod w pływ em  głodze
nia siarkowego były prow adzone intensywnie przez wiele 
zespołów badawczych. Najbardziej kompletne dane po
chodzą z eksperymentów nad transkryptom em  A. thaliana 
[26,31,32]. Mimo że badania te dotyczyły tylko części trans- 
kryptom u (około 7000-9000 genów) oraz nie pozwalały zi
dentyfikować genów o niskim konstytutywnym  poziomie 
ekspresji, ulegających indukcji w  warunkach głodzenia 
siarkowego, wyznaczyły kolejnym badaczom grupę genów 
potencjalnie zaangażowanych w odpowiedź na niedobory 
siarki oraz pozwoliły na postawienie hipotez łączących róż
ne procesy z tą odpowiedzią. Wykryto bowiem, że wśród 
genów regulowanych na poziomie transkrypcji, poza tymi 
związanymi z pobieraniem, asymilacją i metabolizmem 
siarki, licznie reprezentowane są geny powiązane ze szla
kami flawonoidów, auksyn czy kwasu jasmonowego, geny 
zaangażowane w syntezę i degradację białek, odpow iedź na 
inne stresy (biotyczne i abiotyczne), a także grupa genów o 
innych funkcjach. Na podstawie analizy mikromacierzy sza
cuje się, że około 7-10% wszystkich genów A. thaliana cha
rakteryzuje korelacja poziomu transkrypcji z dostępnością 
źródła siarki. W naszym laboratorium, stosując m etodę bi
bliotek subtrakowanych, zidentyfikowaliśmy szereg genów 
tytoniu regulowanych przez krótkoterminowe (48 godzin) 
głodzenie siarkowe [33]. Nasze obserwacje w dużym  stop
niu pokrywają się z wynikami uzyskanymi dla A. thaliana. 
Szerzej zainteresowanych wynikami badań transkryptom u 
oraz powiązania transkryptom u z metabolomem odsyłamy

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

http://www.postepybiochemii.pl


do prac oryginalnych oraz zgrabnego porównania wyników 
pochodzących z kilku eksperymentów [29,34-37],

Ze w zględu  na postu low aną wagę regulacji na pozio 
mie transkrypcji p rzeprow adzono  wiele eksperym entów , 
których celem było poszukiw anie  kom ponentów  szlaku 
przekazyw ania  sygnału zapew niającego skoordynow aną 
regulację ekspresji genów m etabolizm u siarki. U dało się 
zidentyfikować 16-nukleotydow e fragm enty  sekwencji 
prom otorów  (elementy cis), które są n iezbędne do in
dukcji genu w w arunkach  głodzenia siarkow ego rośliny, 
zw ane sekwencjami SURE (ang. sulfur-responsive elements) 
[38], jednakże czynnik transkrypcyjny zdolny  do w iąza
nia się do tych sekwencji nie został dotąd  z identyfikow a
ny. Sekwencje SURE w ystępują  w prom otorach wielu, ale 
nie wszystkich genów  indukow anych  przez głodzenie 
siarkowe. Co więcej, m ożna je znaleźć w  genach, które 
przez niedobór siarki nie są regulow ane. U zasadniona 
zatem  wydaje się konkluzja, że sekwencje SURE nie mogą 
być jedynym i elem entam i cis determ inującym i regulację 
ekspresji genów przez głodzenie siarkowe.

Ostatnio zidentyfikow ano aktyw ator genów  pozy tyw 
nie regulow anych w w arunkach  głodzenia siarkowego, 
SLIM1 (ang. sulfur limitation 1) [39], k tóry okazał się iden 
tyczny z czynnikiem  transkrypcyjnym , znanym  p o p rzed 
nio jako EIL3 (ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE3). Bada
nia, z użyciem m.in. ilościowych technik m onitorow ania  
ekspresji genów, po tw ierdziły  w pływ  SLIM1 na trans
krypcję genów kodujących transportery  siarczanu z g ru 
py 1, 3 i 4 oraz białka zw iązane z biosyntezą i degradacją 
glukozynolatów . Jednakże, indukcja w ielu innych genów 
regulow anych przez głodzenie siarkowe, w  tym  genów 
kodujących wszystkie izoform y reduktazy  APS, jest nie
zależna od SLIM1 (w m utan tach  pozbaw ionych  białka 
SLIM1 były one indukow ane przez głodzenie siarkow e 
w podobnym  stopniu, co w  roślinach niezm utow anych). 
Obserwacja ta sugeruje, że pom im o tego iż SLIM1 jest 
niezbędny do praw idłow ej odpow iedzi na głodzenie siar
kowe, nie jest jej naczelnym  ani jedynym  regulatorem .

Kolejnym genem związanym  z regulacją transkrypcji ge
nów odpowiedzi na stres głodzenia siarkowego jest BIG, ko
dujący białko odpowiadające za polarny transport auksyn 
[40]. Prawdopodobnie nie jest to jedyna funkcja białka BIG, 
gdyż mutanty z uszkodzonym  genem charakteryzowały 
się plejotropowymi defektami, między innymi w zakresie 
wrażliwości na cytokininy, etylen i inhibitory transportu 
auksyn, wykazywały zmiany w szlakach sygnalizacji gibe- 
relin i światła, różniły się poziomem „cienioznośności" oraz 
posiadały zmienioną charakterystykę odpowiedzi na niedo
bór fosforu na poziomie zmian w morfologii organów. BIG, 
w  przeciwieństwie do SLIM1 działającego jako aktywator, 
wydaje się negatywnie regulować ekspresję genów meta
bolizmu siarki, co stwierdzono dla APR1 oraz promotora 
genu p-konglicyny. Nie do końca wiadomo jednak jaki jest 
mechanizm tej regulacji. Autorzy, na podstawie dodatko
wych doświadczeń z roślinami traktowanymi auksynami, 
dyskutują, że być może następują lokalne, ograniczone do 
poszczególnych organów, zmiany poziomu auksyn w  ro
ślinie, co sugeruje, że obserwowane zjawisko regulacji jest 
związane z efektem plejotropowym genu BIG.
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G lukozynolaty syntetyzow ane są głównie przez rośli
ny z rodziny Brasicaceae, do której należy w ykorzystyw a
na w badaniach m odelow ych A. thaliana. Związki te u w a 
żane są za m agazyn siarki organicznej, poniew aż w jednej 
cząsteczce zawierają 2-3 atom y siarki. Są to równocześnie 
związki w ykorzystyw ane przez rośliny do obrony przed  
patogenam i. G łodzenie siarkowe negatyw nie reguluje 
trzy ak tyw atory  genów biorących udział w  biosyntezie 
glukozynolatów: PM G 1/M yb28, PM G 2/M yb29 i ATR1/ 
Myb34, z których jeden (ATR1/Myb34) jest, pośrednio 
lub bezpośrednio, pod kontrolą SLIM1/EIL3 [41].

REGULACJA METABOLIZMU SIARKI 
PRZEZ FITOHORMONY

Bardzo praw dopodobne jest, że niektóre fitohormony 
roślinne są cząsteczkami sygnałowymi związanymi z od
powiedzią na deficyt siarki. Należy jednak podkreślić, że 
trudno jest określić wpływ poszczególnych pojedynczych 
hormonów z pow odu nakładających się, często plejotropo- 
wych efektów.

Rola auksyn w regulacji ekspresji genów w odpow ie 
dzi na głodzenie siarkow e jest ciągle niejasna i kontro 
wersyjna, a uzyskane w yniki w dużym  stopniu  zależą 
od m etodyki dośw iadczenia, np. czasu głodzenia siar
kowego, fazy odpow iedzi roślin na głodzenie siarkowe, 
badanego genu i tego, czy badania  p row adzone są w ko
rzeniach czy pędach. O statnio pojawiło się doniesienie 
o pozytywnej regulacji transkrypcji SULTR2;2 oraz, w 
m niejszym  stopniu, APR1 p rzez IAA [40], Należy jednak 
podkreślić, że analiza dostępnych w yników  z użyciem 
m ikrom acierzy nie w ykazała w pływ u IAA na ekspre 
sję genów SULTR2;2 i APR1 A. thaliana (Genvestigator; 
h t tp s : / / w w w .genevestigator.e thz.ch). W innej publikacji 
stw ierdzono, że IAA nie w yw iera w pływ u na ekspresję 
APR2 w w arunkach  głodzenia siarkowego, a jego w pływ  
na prom otor w spom nianego wcześniej genu At2g44460 
zależy od badanego organu rośliny [42], Interpretację roli 
auksyn kom plikuje fakt, że zarów no ekspresja genów po 
trzebnych do biosyntezy auksyn [36], jak i ekspresja w ie
lu genów indukow anych  przez auksyny [32,34] w zrasta

Rycina 2. H ipotetyczny m odel wyjaśniający za pom ocą obserwow anych zm ian 
ekspresji genów  i poziom u m etabolitów  w ystępow anie zm ian morfologicznych 
i rozwojowych w  roślinach poddanych  głodzeniu siarkow em u (zm odyfikowane 
w edług  [33,36], wyjaśnienia w tekście). W yjaśnienia skrótów: PM AP — poten 
cjalne białko zw iązane z m yrozynazą (ang. putative myrosinase-associated protein); 
ACO — oksydaza kw asu 1-amino-cyklopropano-l-karboksylowego.
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podczas głodzenia siarkowego. Z aproponow ana została 
hipoteza sugerująca, że udział auksyn w sygnalizacji gło
dzenia siarkowego mógłby podlegać wyciszeniu przez 
czynnik transkrypcyjny IAA28, który działałby pośred 
nio lub bezpośrednio  jako elem ent negatyw nego sprzęże
nia zw rotnego (Ryc. 2). H ipoteza ta pow stała w w yniku 
badania pow iązań m iędzygenow ych z użyciem metod 
bioinform atycznych [36], Nie została ona jednak jeszcze 
eksperym entalnie zweryfikowana.

Równie h ipotetyczne jest przyspieszenie dojrzewania 
kw iatów  i nasion w skutek wzm ożonej syntezy etylenu 
w w yniku głodzenia siarkowego (Ryc. 2). P roponow a
ny przez nas model opiera się jedynie na stw ierdzeniu  
zwiększonej ekspresji w tych w arunkach  tytoniowego 
genu N tA C 03  [33], kodującego jedną z izoform oksydazy 
kw asu 1-am ino-cyklopropano-l-karboksylow ego. Enzym 
ten katalizuje ostatni etap biosyntezy etylenu, horm onu 
pełniącego funkcję, m iędzy innymi, w e wzroście gene- 
ra tyw nym  roślin. Produkcja etylenu jest ściśle zw iązana 
z m etabolizm em  siarki, poniew aż jego bezpośrednim  
prekursorem  jest kwas 1-am ino-cyklopropano-l-karbok- 
sylowy (ACC), który powstaje z S-adenozylom etioniny 
(SAM). Oba etapy biosyntezy etylenu katalizow ane są 
przez enzym y kodow ane p rzez w ielogenow e rodziny [43] 
jednak, w ed ług  danych literaturow ych regulacja syntezy 
etylenu odbyw a się głównie poprzez kontrolę poziom u 
ACC [44]. Ponadto, należy podkreślić, że nie ma opubli
kow anych danych na tem at poziom u etylenu w roślinach 
hodow anych w w arunkach  deficytu siarki.

Cytokininy, chociaż n ieregulow ane w odpow iedzi na 
stres n iedoboru siarki, zostały zidentyfikow ane jako re 
gulatory transkrypcji genów m etabolizm u siarkowego. 
Na ten tem at ukazały się prace kilku g rup  badawczych. 
Jedna z grup  wykazała, że zeatyna indukuje ekspre
sję genów kodujących — p podjednostkę [3-konglicyny, 
głównego białka zapasow ego w nasionach soi, nisko- 
w ydajny transporter siarczanu (SULTR2;2) oraz jedną z 
izoform reduktazy  APS (APR1) [45]. Wydaje się jednak, 
że zeatyna działała w  p rzypadku  dw óch ostatnich genów 
(SULTR2;2 i A P Rl )  raczej pośrednio, zwiększając stężenie 
sacharozy, czyli poprzez ścieżkę niezależną od głodzenia 
siarkowego. Inni autorzy stw ierdzili negatyw ny w pływ  
zeatyny na ekspresję genów  SULTR1;1 i SULTR1;2, kodu-
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Rycina 3. Regulacja biosyntezy cysteiny poprzez tw orzenie kom pleksu syntazy 
cysternowej (CS) przez białka OASTL i SAT. Szczegóły regulacji opisano w tek-

jących w ysoko specyficzne transportery  siarczanu in d u 
kow ane w  korzeniach A. thaliana p rzez głodzenie siarko
we. T raktow anie roślin zeatyną skutkow ało obniżeniem  
transkrypcji tych genów  oraz pobierania siarczanu o 75% 
w porów naniu  do roślin kontrolnych. O statnio ukazała 
się praca pokazująca negatyw ny w pływ  cytokinin na in 
dukcję przez głodzenie siarkow e genu APR2  o raz genu 
At2g44460, kodującego p raw dopodobną  tioglukozydazę 
[42], Z daniem  autorów  tej pracy cytokininy pełnią istotną 
funkcję w  ogólnej odpow iedzi na deficyt siarki, podczas 
gdy auksyny biorą udział jedynie w  regu low aniu  pew 
nej p o d grupy  genów, np. genów  kodujących białka od 
pow iedzialne za uw olnienie siarki z w ew nątrzkom órko 
wych rezerw.

Kwas jasm onow y (JA) został zidentyfikow any jako in- 
duk to r genów  szlaku asymilacji siarki kodujących SAT i 
APR oraz biosyntezy g lu tationu  [46,47], co jest zw iązane 
z jego w ażną rolą w  przekazyw aniu  sygnału w różnych 
stresach. Pomimo tego że geny biosyntezy JA są zaindu- 
kow ane w czasie głodzenia siarkow ego [26,31,32] nie ma 
bezpośrednich danych na tem at poziom u JA w tych w a 
runkach.

Poziom  GSH w zrasta  po trak tow aniu  roślin zarów no 
kw asem  abscysynow ym  [48], jak i kw asem  salicylowym  
[49], jednak trudno  jest ocenić czy obserw ow ane różnice 
wynikają z bezpośredniego czy pośredniego w p ływ u  tych 
horm onów  na ekspresję genów  szlaku asymilacji siarki.

REGULACJA ZA POMOCĄ mikroRNA

Niedawno wykazano, że ten typ regulacji potranskryp- 
cyjnej, który polega na kontrolowaniu stabilności lub ham o
w aniu translacji wybranych transkryptów przez specyficz
nie wiążące się do nich, krótkie (20-24 nt) cząsteczki, tzw. 
mikroRNA, ma znaczenie w  odpowiedzi roślin na stresy 
biotyczne i abiotyczne oraz głodzenie fosforanowe i siar
kowe [50]. Cząsteczka mikroRNA395 odgrywa potencjalną 
rolę w  regulacji homeostazy siarczanu w roślinach poprzez 
regulację ekspresji genu kodującego transporter siarczanu 
SULTR2;1 oraz genów kodujących trzy izoformy reduktazy 
APS [51]. Fizjologiczne znaczenie oraz szczegóły tego typu 
regulacji nie są jeszcze poznane.

REGULACJA POTRANSLACYJNA

Działanie potranslacyjnych mechanizmów regulacyjnych 
wykazano w przypadku transporterów siarczanu, które 
oprócz N-końcowej domeny trans membranowej, posiada
ją, oddzieloną łącznikiem, C-końcową domenę STAS (ang. 
sulfate transporters anti-sigma antagonist domain) [52-54], Do
mena ta przypomina dom eny białek bakteryjnych, a m u ta 
cje w  niej nie wpływają na błonową lokalizację białka, ale 
mimo wszystko istotnie redukują transport siarczanu przez 
transportery. Domena STAS wydaje się być niezbędna nie 
tylko do prawidłowej aktywności transporterów, ale także 
do ich biogenezy i stabilności.

Innym białkiem szlaku, które wydaje się być regulowane 
potranslacyjnie jest reduktaza APS, dla której zapropono
wano model regulacji zależny od procesów redoks [55],
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Funkcjonowanie kom pleksu syntazy cysteinowej jest, 
jak dotąd, jednym  z lepiej scharakteryzow anych przyk ła 
dów regulacji potranslacyjnej. Poziom syntetyzow anej 
cysteiny kontrolow any jest za pom ocą dw óch nakładają 
cych się m echanizm ów. Pierwszy to klasyczne sprzężenie 
zw rotne, w ykorzystujące ham ow anie n iektórych roślin 
nych izoform SAT poprzez ham ow anie p roduk tem  (ang. 
feedback inhibition), czyli cysteiną [56]. Z działaniem  tego 
m echanizm u bardzo ściśle wiąże się n iedaw no  odkryte 
zjawisko fosforylacji białka GmSERAT2;l (izoforma SAT 
z soi zlokalizow ana praw dopodobn ie  w  cytosolu) przez 
zależną od w apnia  kinazę CDPK (ang. calcium-dependent 
protein kinase). Fosforylacja ta zachodzi w  odpow iedzi na 
stres oksydacyjny, a jej skutkiem  jest zniesienie w rażli
wości SAT na ham ow anie produktem , co skutkuje zw ięk
szoną produkcją cysteiny [57], Funkcjonow anie tego m e
chanizm u regulatorow ego jest uzasadnione przez w zrost 
zapotrzebow ania  na GSH i inne m etabolity siarkow e w 
czasie stresu oksydacyjnego. Drugi m echanizm  regula 
cyjny wykorzystuje fakt, że cząsteczki SAT w ystępują 
zarów no w stanie wolnym , jak rów nież w kom pleksie z 
OAS-TL, tworząc tzw. syntazę cysteinową, której funk 
cjonowanie stw ierdzono po raz p ierw szy w  bakteriach, 
a następnie potw ierdzono  w  roślinach [58], Aktyw ność 
obu enzym ów  zależy od tego czy w ystępują  one w  stanie 
wolnym  czy jako składniki kom pleksu (Ryc. 3). W olna 
forma OAS-TL, która jest obecna zawsze, ze w zg lędu  na 
to, że jej stężenie w  komórce jest 300 razy w yższe niż stę
żenie SAT, odpow iada  za syntezę cysteiny w w arunkach  
dostępności siarczku i OAS. W olna forma SAT jest n ieak 
tywna, natom iast SAT jako składnik kom pleksu kata lizu 
je pow staw anie OAS. Kompleks SAT-OAS-TL tw orzy się 
przy  niskim  stężeniu OAS, a rozpada się przy  w ysokim  
stężeniu tego związku.

Bardzo p raw dopodobna  jest rów nież regulacja szlaku 
przez inne kinazy białkowe niż w spom niana powyżej 
CDPK. Kinazy z rodziny SnRK2 podobne są do białka 
SAC3 z Chlamydomonas reinchardii, które zostało z iden ty 
fikowane jako jeden z trzech regulatorów  m etabolizm u 
siarkowego w  tych glonach [59], N iedaw no okazało się, 
że głodzenie siarkowe indukuje transkrypcję co najmniej 
kilku genów A. thaliana należących do tej rodziny. W y
kazano ponadto , że w m utantach z n ieak tyw ną kinazą 
SnRK2.3 odpow iedź  na głodzenie siarkow e jest słabsza 
niż w linii kontrolnej, co sugerow ałoby udział tej kinazy 
w regulacji szlaku asymilacji siarczanu [60].

PODSUMOWANIE

Siarka jest m akroelem entem  istotnym  dla p raw id łow e 
go w zrostu  i rozwoju roślin. Jej pobieranie, asymilacja oraz 
włączanie do dalszych szlaków m etabolicznych pod lega 
ją regulacji zapewniającej optym alne dopasow anie  m eta 
bolizm u siarkowego do dostępności źródła  siarki oraz do 
zapotrzebow ania  na m etabolity siarkowe. Zrozum ienie  
m echanizm ów  regulacyjnych zajmuje szczególną rolę 
w badaniu  m etabolizm u siarki, ze w zględu  nie tylko na 
dużą  wartość poznaw czą, ale także późniejszą możliwość 
w ykorzystania uzyskanej w iedzy w pracach aplikacyj
nych. Mimo iż ta gałąź biologii roślin rozwija się bardzo

intensyw nie, ciągle jeszcze istnieje konieczność p rzep ro 
w adzenia  w ielu badań  w poszukiw aniu  odpow iedzi na 
otw arte py tan ia  dotyczące głów nych elem entów  szlaku 
przekazyw ania informacji o statusie siarkow ym  rośliny 
oraz m olekularnych m echanizm ów  odpow iedzialnych za 
dostosow anie m etabolizm u roślin do dostępności źródła 
siarki. W iedza ta pozw oli uzyskać rośliny optym alnie 
w ykorzystujące zasoby środow iskow e, odporne na bio
tyczne i abiotyczne stresy oraz zawierające pożądany  po 
ziom  m etabolitów  siarkowych.
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ABSTRACT
Sulfur, one of the vital macroelements, is present in nature in several redox forms (S+Vl, S+IV, S'11, S°). In most organic compounds sulfur is pre
sent in the reduced form (S'11), while most inorganic sulfur is oxidized, in a form of sulfate (S+VI). Animals and humans can incorporate only 
the organic forms of sulfur, present in sulfur-containing amino acids. Plants, most bacteria and fungi are able to uptake inorganic sulfate, gra
dually reduce it and assimilate it into variety of organic compounds. Knowledge of the regulatory mechanisms of this process is a key factor 
for understanding relationships between availability of sulfur source and plant growth and development, their resistance to environmental 
stresses and nutritional value of edible crops. Recently, a number of research groups conducted intensive investigations on sulfur metabolism  
and its regulation in plants. The aim of this review is to inform the Polish reader about the new results and concepts in this field.
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Wykaz skrótów: ABA — kwas abscysynowy; 
ABI1 (ang. ABA-insensitivel) — fosfataza biał
kowa typu 2C; AtGCRl (ang. A. thaliana G-cou- 
pled receptor!) — receptor sprzężony z białkiem 
G A. thaliana; AtRGSl (ang. A. thaliana regulator 
ofG-protein signaling1) — białko regulujące sy
gnalizację zależną od białka G A. thaliana; GDI 
(ang. GDP dyssociation inhibitor) — inhibitor 
dysocjacji GDP; GPCR (ang. G-protein-coupled 
receptor) — receptor sprzężony z białkami G; 
H H P (ang. heptahelical protein) — białka z sied
m iom a helisami; MLO (ang. mildew resistance 
locus o) — locus o zw iązany z odpornością na 
pleśń; PD1 (ang. prephenate dehydratasel) — de- 
hydrataza prefenianow al; PsiP (ang. pollen- 
signalling protein) — białko pyłku wykazujące 
aktywność cyklazy adenyłanowej; THF1 (ang. 
thylakoid formation!) — białko błonowe plasty- 
dów; XLG (ang. extra-large GTP-binding protein) 
— ekstra-duże białko wiążące GTP

STRESZCZENIE

N adrodzina receptorów sprzężonych z białkami G (GPCR) ssaków jest jedną z najwięk
szych i najbardziej zróżnicowanych grup białek. Rośliny, w  przeciwieństwie do zw ie 

rząt, dysponują znacząco mniej licznym zestawem receptorów współdziałających z białkami 
G. Możliwość fizycznego oddziaływania z białkiem G potwierdzono tylko w przypadku 
AtGCRl i AtRGSl. Także liczba poszczególnych podjednostek białka G u roślin w  porów
naniu z innymi eukariontami jest zdecydowanie mniejsza. Po jednym genie Ga i G/ł oraz 
po dwa Gy  zidentyfikowano u A. thaliana  i ryżu. Nieliczne są też białka efektorowe oddzia
łujące z podjednostką Ga i dimerem GPy. Najlepiej poznanym efektorem jest fosfolipaza  
D (PLDal). Potencjalnymi białkami efektorowymi są także: Atpirinl zawierające domenę  
kupinową, dehydrataza prefenianowa — enzym cytoplazmatyczny uczestniczący w regulacji 
szlaku kwasu szikim owego oraz zlokalizowane w błonie plastydów białko THF1. Ponadto, 
nieliczne doniesienia sugerują możliwość oddziaływania Ga z kanałami jonowymi oraz fos- 
folipazami A2 i C, a dimeru GPy z transporterem heksoz zlokalizowanym w błonach aparatu 
Golgiego

WPROWADZENIE

Receptory sprzężone z białkami G (GPCR) (ang. G-protein-coupled receptor) 
tworzą u zwierząt największą i funkcjonalnie najbardziej zróżnicowaną grupę 
receptorów, które łączy wspólny schemat budowy. Wszystkie GPCR mają sie
dem odcinków transbłonowych (TMI — TMVII) połączonych trzema pętlami 
zewnątrzkomórkowymi (el-e3) i trzema pętlami w ewnątrzkom órkowym i (il- 
i3). Zakończenie łańcucha białkowego z wolną grupą aminową znajduje się na 
zewnątrz, natomiast C-koniec skierowany jest do w ew nątrz komórki. O dpo 
wiednie odcinki pętli wewnątrzkomórkowych GPCR, zwykle jest to pętla i3, 
wiążą nieaktywny heterotrimer białka G (Ga-GDP/GPy). Zmiany konforma- 
cyjne towarzyszące wiązaniu liganda, przenoszone poprzez pętle w ew nątrzko
mórkowe na podjednostkę Ga-GDP, wymuszają oddysocjowanie związanego 
z nią GDP oraz przyłączenie, występującego w cytoplazmie w wyższym stęże
niu, GTP. Wymiana GDP na GTP oraz zależne od niej zmiany konformacyjne w 
G a rozluźniają wiązanie między Ga-GTP a heterodimerem GPy, umożliwiając 
niezależne oddziaływanie obu białek z odpowiednim i efektorami w ew nątrzko
mórkowymi — enzymami lub kanałami jonowymi (Ryc. 1). Oddziaływanie G a- 
GTP z białkiem efektorowym zostaje przerwane wraz z hydrolizą związanego 
GTP. Aktywność GTPazowa podjednostki G a może być stym ulowana przez 
samo białko efektorowe bądź przez dodatkowe białko RGS (ang. regulator of 
G-protein signaling). Zmiany konformacyjne w Ga-GDP, towarzyszące odszcze- 
pieniu reszty fosforanowej, umożliwiają reasocjację G a z GPy i związanie hete- 
rotrimeru z GPCR. W kompleksie receptora z G a-GDP/GPy, dimer GPy działa 
jako inhibitor dysocjacji GDP (GDI) (ang. GDP dyssociation inhibitor) hamujący 
spontaniczne uwalnianie GDP z Ga. GPCR może także podlegać samoregula- 
cji poprzez desensytyzację (odwrażliwienie), która polega na fosforylacji przez 
odpowiednią kinazę białkową reszt serynowych i treoninowych położonych w 
pętli i3 i odcinku C-końcowym GPCR i przyłączeniu dodatkowego białka -  are- 
styny [1,2]. Dimer G(3y może wiązać fosducynę (PDC) bądź jej homologi, białka 
przeciwdziałające reasocjacji heterodimeru z Ga.

W bazach danych zdeponowano już prawie pięć tysięcy sekwencji kodują
cych receptory nadrodziny GPCR, podzielonej -  przez różnych autorów -  na 
pięć, sześć, a nawet siedem głównych klas [3-6, baza sekwencji GPCR h t t p : / /  
w w w .gpcr.o rg /7 tm /]. Najliczniejszą klasę tworzą białka podobne do rodop 
syny (około 4350 sekwencji) z ponad 700 białkami kodowanymi przez genom 
człowieka [7]. Pozostałe klasy GPCR są mniej liczne. Klasa białek podobnych 
do sekretyny liczy około 200 sekwencji, białka podobne do m etabotropowego 
receptora glutaminianergicznego -  135 sekwencji, a najmniej liczne klasy tworzą 
białka podobne do receptora feromonu u grzybów (24 sekwencje) i receptory 
cAMP u Dictyostelium discoideum (5 sekwencji) [4], W sumie genom człowieka
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GPCR GPCR

BIAŁKA EFEK TO RO W E
Rycina 1. Aktywacja heterotrim erycznego białka G przez GPCR oraz m echanizm y wygaszania sygnału i regulacji aktywności 
podjednostek G a  i G(3y.

zawiera około 900 genów typu GPCR [6], genom Caenorhab- 
ditis elegans ponad 1000, a u Drosophila melanogaster z identy
fikowano ponad 250 genów GPCR [5],

N ieporów nyw alnie mniejsza jest liczba GPCR u roślin, 
bowiem  genom  rzodkiew nika pospolitego (Arabidopsis 
thaliana) zaw iera od sześciu [5] do około d w udziestu  ge
nów GPCR [6,8,9], W iększą liczbę GPCR sugeruje się w 
doniesieniu z przed dw óch lat, w którym , opierając się 
na now ym  algorytmie, w ytypow ano w A. thaliana 394 se
kwencje kodujące białka z siedm iom a helisam i transbło- 
nowym i, z czego aż 54 sekwencje — w g au to rów  — po 
w inny być brane pod uw agę jako potencjalne geny GPCR 
[10]. Niestety, badania eksperym entalne nie nadążają 
za poszukiw aniam i in silico, gdyż do dzisiaj w A. thalia
na udało się zidentyfikować tylko jeden gen (A tG C R l), 
którego przynależność do nadrodziny  GPCR nie budzi 
wątpliwości [8]. Ponadto, poznano gen A tR G Sl  kod u 
jący białko z siedm iom a odcinkam i transb łonow ym i i 
w ew nątrzkom órkow ą dom eną RGS, które, jak pokazują 
najnowsze dośw iadczenia, wydaje się pełnić funkcję czuj
nika zew nątrzkom órkow ego stężenia g lukozy [11,12]. 
Nadzieja na przełam anie im pasu pojawiła się w  ubiegłym  
roku, po tym  jak doniesiono, że now o poznany  gen GCR2 
A. thaliana koduje białko typu GPCR, będące recepto 
rem  kw asu abscysynowego (ABA) [13]. N iestety, wyniki 
najnowszych badań  poddają w w ątpliw ość popraw ność 
m etodyczną pow yższych badań, a ponad to  dow odzą, że 
GCR2 nie tylko nie jest receptorem  ABA, ale w  ogóle nie 
należy do białek nadrodziny  GPCR [14,15].

Bardziej kompletna jest wiedza na temat heterotrime- 
rycznych białek G u roślin. Wyniki przeprow adzonych już 
badań ujawniły, że genomy trzynastu przebadanych roślin 
(trzech jednoliściennych i dziesięciu dwuliściennych) za
wierają po jednym genie, a tylko u grochu, soi i tytoniu zna
leziono po dw a geny Ga [16]. Wszystkie badane rośliny, z 
wyjątkiem grochu i tytoniu, mają także po jednym  genie G/ł, 
a po dwa geny Gy znaleziono w genomach rzodkiewnika, 
ryżu i grochu [16,17]. Dla porównania warto przypomnieć, 
że genom człowieka zawiera 16 genów Ga, które w  wyniku 
alternatywnego składania kodują 23 białka dzielone na 4 ro

dziny (G s,G ., G q i G 12/13). 

Ponadto zidentyfikowa
no 5 genów G/ł i 12 ge
nów Gy [1,2].

Rozwój nowych tech
nik badawczych, szcze
gólnie technik opartych 
na klasycznym drożdżo- 
wym  systemie dwuhy- 
brydowym, ułatwia po
szukiwania enzymów i 
białek efektorowych od
działujących z Ga-GTP i 
dimerami GPy. To dzięki 
tym nowym technikom 
udało się w A.thaliana zi
dentyfikować kilka bia
łek efektorowych, które 
nie mają swoich odpo
wiedników u zwierząt. 

Z drugiej strony, w artym  podkreślenia jest fakt, iż w geno
mach rzodkiewnika i ryżu nie znaleziono sekwencji, które 
by potwierdzały występowanie w roślinach cyklaz adeny- 
lanowych czy fosfolipazy C(3 (PLC(3) -  enzymów efektoro
wych szczegółowo badanych u zwierząt i drożdży.

Celem niniejszej pracy jest próba podsumowania wyni
ków dotychczasowych badań poświęconych receptorom 
typu GPCR, białkom G oraz aktywowanym  przez nie szla
kom sygnałowym u roślin. Praca jest trzecim z kolei artyku
łem przeglądowym  poświęconym receptorom błonowym 
u roślin. Dwie wcześniejsze prace, opublikowane w Po
stępach Biochemii, dotyczyły receptorów błonowych o ak
tywności kinaz histydynow o/asparaginianow ych [18] oraz 
kinaz serynow o/treoninow ych [19]. Uwadze zaintereso
wanego Czytelnika polecamy także artykuły przeglądowe 
opublikowane w ostatnich latach w czasopismach o zasięgu 
ogólnoświatowym [16,20-23],

POSZUKIWANIA RECEPTORÓW GPCR, BIAŁEK 
G I ENZYMÓW EFEKTOROWYCH U ROŚLIN

RECETORY SPRZĘŻONE Z BIAŁKAMI G

Przed jedenastu laty w  genomie A. thaliana zidentyfiko
wano sekwencję kodującą 326 aminokwasowe białko z sied
mioma hydrofobowymi odcinkami, którego sekwencja ami- 
nokwasowa jest w 23% identyczna z sekwencją receptora 
cAMP (CAR1) z Dictyostelium discoideum [24]. Dwie reszty 
cysteiny, położone podobnie jak u wielu GPCR w obrębie 
pętli e l i e2, a także obecność kilku innych ewolucyjnie za
chowanych motywów, wskazywała na przynależność biał
ka GCR1 (ang. G-coupled receptorl) do nadrodziny GPCR 
[25,26], Fenotyp roślin z obniżonym poziomem transkryptu 
GCR1, przypominający fenotyp mutanta cyrl niewrażliwe
go na cytokininę, sugerował, że GCR1 może być recepto
rem cytokinin. W kolejnych doświadczeniach sugestia ta 
nie została pozytywnie zweryfikowana [27], natomiast po
twierdzono możliwość fizycznego oddziaływania GCR1 z 
podjednostką G a [8]. Wykorzystując technikę immunostrą- 
cania oraz jedną z technik drożdżowego systemu dwuhy- 
brydowego, określaną jako „split ubiquitin system", która
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Rycina 2. Schemat budow y oraz proponow ane m echanizm y funkcjonowania AtRGSl jako receptora błonowego. A — region N- 
końcowy AtRGSl zaw iera siedem  odcinków  transbłonow ych, natom iast w  części C-końcowej położona jest zbudow ana  z 133 reszt 
am inokw asow ych dom ena RGS z resztą kw asu glutam inow ego (N320), pośredniczącą w  oddziaływ aniu  z Ga; B — AtRGSl może 
funkcjonować jako receptor typu  GPCR, aktywujący G a-G D P/G Py, zawierający dodatkow o dom enę RGS inaktywującą Ga-GTP, 
bądź jest receptorem, który bezpośrednio nie oddziałuje z Ga-GDP/GPy» natom iast zm iany tow arzyszące w iązaniu liganda (D-glu- 
kozy?) w  części błonowej modyfikują aktyw ność jego dom eny RGS. O pracow ano na podstaw ie  [11,12]; szczegóły w tekście.

umożliwia badanie oddziaływań między białkami zako
twiczonymi w błonie, ustalono, że w wiązaniu G a uczest
niczą motywy położone w pętlach i2 i i3 oraz w odcinku 
C-końcowym GCR1 [8]. Niestety, mimo że od pierwszego 
doniesienia na temat GCR1 upłynęło już jedenaście lat, to 
nadal nie jest znany jego ligand, a wyniki sugerujące udział 
GCR1 w szlakach sygnałowych aktywowanych przez ABA i 
cukry [28], a także w szlakach aktywowanych przez światło 
niebieskie o niskim natężeniu [29,30] pochodzą wyłącznie z 
badań prowadzonych na mutantach.

Ortologiem GCR1 jest poznany w grochu gen PsGCRl 
kodujący białko zbudow ane z 335 reszt aminokwasowych, 
którego sekwencja jest w 50% identyczna z AtGCRl. Białko 
PsGCRl oddziałuje z obydwom a występującymi tu białka
mi G a [17]. W ubiegłym roku, w artykule opublikowanym 
w Science, doniesiono o wyselekcjonowaniu w A. thaliana 
drugiego obok GCR1 genu z nadrodziny GPCR kodującego 
receptor kwasu abscysynowego (ABA) [13,31]. Wyniki tych 
doświadczeń zostaną omówione w dalszej części pracy, 
mimo że najnowsze doniesienia nie potwierdzają recepto
rowej roli AtGCR2.

Kilka lat temu w genomie A. thaliana poznano gen AtRGSl 
kodujący białko zbudowane z 459 reszt aminokwasowych, 
które w N-końcowym fragmencie ma siedem odcinków 
transbłonowych, a w cytoplazmatycznym fragmencie C-koń- 
cowym posiada domenę charakterystyczną dla białek RGS 
(ang. regulator of G-protein signaling) (Rye. 2A) [11], Obec
ność odcinków transbłonowych, odróżniających AtRGSl od 
poznanych wcześniej u zwierząt cytoplazmatycznych białek 
RGS [32], sugeruje, że AtRGSl może być zmienionym recep
torem funkcjonującym w sprzężeniu z białkami G, a dodat
kowo aktywującym hydrolizę GTP związanego z Ga, bądź 
że jest receptorem, w którym oddziaływanie domeny RGS

z Ga-GTP może być 
modyfikowane przez 
ligand wiązany w czę
ści błonowej (Ryc. 2B). 
Wyniki najnowszych 
badań, poparte wcze
śniejszymi obserwa
cjami zmian fenotypo- 
wych towarzyszących 
mutacji Atrgsl, wydają 
się potwierdzać udział 
AtRGSl w odbiorze 
zmian zewnątrzko- 
mórkowego stężenia 
glukozy [12].

W ostatnim czasie 
zwrócono uwagę na 
rodzinę HHP (ang. 
heptahelical protein) 
obejmującą w A. thalia
na pięć genów, których 
produkty są podobne 
do receptorów proge- 
styny i adyponektyny
[9], Poznany niedawno 
receptor progestyny, 
syntetycznego horm o

nu steroidowego o aktywności zbliżonej do progesteronu, u 
ryby Cynoscion nebulosus jest rzeczywiście przedstawicielem 
jednej z grup receptorów GPCR [33], natomiast receptory 
adyponektyny (AdipoRl i AdipoR2), mimo że mają siedem 
odcinków transbłonowych, to strukturalnie i funkcjonalnie 
nie przynależą do nadrodziny GPCR [34], Rola białek HHP 
na razie nie jest znana, a wyniki dotychczasowych dośw iad
czeń informują jedynie o warunkach ekspresji poszczegól
nych HHP, która, jak się okazuje, aktywowana jest przez 
światło i sacharozę oraz podlega regulacji przez niektóre 
fitohormony [9],

Genom A. thaliana zawiera co najmniej 15 genów hom o
logicznych z poznanym  w jęczmieniu genem MLO  (ang. 
mildew resistance locus o) kodującym białko zbudow ane z 
siedmiu odcinków transbłonowych, które odgrywa rolę 
negatywnego regulatora odpowiedzi obronnych przeciw 
patogennem u grzybowi Blumeria graminis f. sp. hordei [35], 
Okazało się jednak, że MLO oddziałuje z kalmoduliną i 
syntaksyną ROR2 i przypuszczalnie uczestniczy w proce
sach związanych z transportem pęcherzykowym [36]. Brak 
funkcjonalnego związku MLO z białkiem G w jęczmieniu 
poddaje w wątpliwość przynależność MLO-like A. thaliana 
do nadrodziny GPCR, bowiem wszystkie białka MLO-po- 
dobne o zróżnicowanej wielkości (od 476 do 593 reszt am i
nokwasowych) w części C-końcowej mają motyw wiążący 
w apń, z którym oddziałuje kalmodulina [37,38], Wydaje się 
więc, że białka typu MLO A. thaliana, zaliczane przez nie
których autorów do GPCR, faktycznie funkcjonują niezależ
nie od białek G. W tym miejscu warto przypomnieć, że u 
zwierząt zidentyfikowano wiele białek z siedmioma odcin
kami transbłonowymi, niektóre także zawierające motyw 
wiążący kalmodulinę, pełniące różne funkcje niezależnie 
od białek G [39].
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HETEROTRIMERYCZNE BIAŁKA G

W 1990 roku zidentyfikowano i sklonowano gen GPA1 
kodujący w A. thaliana białko G a [40], a rok później u po
midora poznano jego ortolog — TG A l  [41]. W następnych 
latach wyselekcjonowano geny Ga w  komonicy, soi, grochu, 
tytoniu i ryżu [16,17,23] oraz poznano niektóre właściwości 
rekombinowanego białka G a ryżu uzyskanego w bakteryj
nym układzie ekspresyjnym [42,43], Białka G a z wszyst
kich trzynastu badanych dotychczas roślin mają zbliżoną 
wielkość (380-385 reszt aminokwasowych) i są identyczne 
w ponad 80%. Podobieństwo do G a z innych organizmów 
jest stosunkowo niewielkie, bowiem poziom identyczności 
w tym w ypadku nie przekracza 34-42% [23], Na rycinie 3 
pokazano schemat budow y polipeptydu G a A. thaliana, 
który, podobnie jak białka z innych roślin, na N-końcu ma 
motyw MGXXCS z resztami glicyny i cysteiny ulegający
mi mirystylacji i S-acylacji [44,45]. Pierwsze 23 reszty na N- 
końcu tworzą helisę a, która oddziałuje z podjednostką G[3 
i uczestniczy w wiązaniu z GPCR. Sekwencja aminokwaso- 
wa tego fragmentu białek G a z różnych roślin jest wyraźnie 
zróżnicowana [44], natomiast wspólną cechą wszystkich 
białek G a roślin, a także białek pochodzących z innych or
ganizmów, jest obecność czterech ewolucyjnie zachowa
nych motywów (A,C,G,I) oraz sześciu krótszych sekwencji 
(G1 do G6) uczestniczących w wiązaniu nukleotydu gu- 
anidynowego (Ryc. 3) [16,39,44]. Motyw A (G45AGESGKS) 
tworzy pętlę P rozpoznającą nukleotyd, m otyw C, a szcze
gólnie zawarta w  nim sekwencja G4 (D2]8VGGQ) gra klu
czową rolę w aktywności GTPazowej, natomiast sekwencja 
N 287KFD w  obrębie m otywu G5 rozpoznaje guaninę. Reszta 
argininy (R190) położona w odcinku G3 może być ADP-ry- 
bozyłowana przez toksynę cholery, skutkiem czego zostaje 
zablokowana aktywność GTPazowa. Białko G a  może także 
utracić aktywność GTPazową w wyniku mutacji polegającej 
na zastąpieniu reszty glutaminy (Q^2) położonej w  G4 przez 
leucynę (mutacja QL) [16]. Trzy odcinki określane jako prze
łączniki -I (reszty 188 dol99), -II (reszty 218 do 237) i -III 
(reszty 249 do 260) tworzą giętkie regiony, które zmieniają 
konformację w odpowiedzi na wymianę nukleotydów bądź 
hydrolizę GTP. Wyróżnia się też trzy regiony EBR (ang. ef-

fector-binding region) pośredniczące w oddziaływaniach z 
białkiem efektorowym. W roślinnych G a sekwencje EBR1 i 
EBR2 wykazują wyraźną zachowawczość ewolucyjną, pod 
czas gdy region EBR3 jest wyraźnie zróżnicowany. W części 
C-końcowej położony jest zbudow any z około 40 reszt ami
nokwasowych odcinek RBR (ang. receptor binding region), 
który pośredniczy w wiązaniu G a z receptorem GPCR. W 
jego końcowej części brakuje reszty cysteiny, która w nie
których G a zwierząt może być ADP-rybozylowana przez 
toksynę krztuśca, co zaburza wiązanie G a z GPCR. Na uw a
gę zasługuje wyraźniejsze podobieństwo odcinka C-końco- 
wego G a roślin dwuliściennych z odpowiednimi odcinkami 
Ga, zwłaszcza Gi i Go, ssaków. Ten sam fragment G a z ro
ślin jednoliściennych (ryż, jęczmień, pszenica) jest w yraź
nie odmienny, co może nasuwać pewne przypuszczenia o 
zróżnicowaniu białek receptorowych w roślinach jedno- i 
dwuliściennych [16], Istotna różnica między białkami G a 
roślin, a ich odpowiednikami u zwierząt dotyczy aktyw
ności GTPazowej, która w  roślinnych G a jest bardzo niska, 
natomiast stosunkowo wysoka jest szybkość wymiany GDP 
na GTP. W konsekwencji białko G a izolowane z roślin ma 
zwykle związany GTP [12,16], Niska aktywność GTPazowa 
roślinnych G a może mieć kluczowe znaczenie dla mecha
nizm u przenoszenia sygnału, który — jak sugerują ostatnio 
niektórzy autorzy — u roślin może być krańcowo odmienny 
od tego, jaki poznano u zwierząt [12],

Oprócz genu kodującego klasyczne białko Ga, genom 
A. thaliana zawiera 3, a ryżu 4 geny ekstra-dużych białek 
G (XLG) o nieznanej funkcji [46]. Białka XLG, dwukrotnie 
większe od klasycznych G a (800-900 reszt aminokwaso
wych), mają w  części C-końcowej sekwencję homologiczną 
z Ga, natomiast w części N-końcowej region bogaty w resz
ty cysteiny oraz motyw NLS kierujący białko do jądra.

U większości badanych roślin, w  tym także w genomie 
rzodkiewnika i ryżu, zidentyfikowano po jednym genie 
G/ł [16,23], a po dw a jego ortologi znaleziono tylko u ty
toniu i grochu [17,44,47], Ponadto wykazano, że ekspresja 
G/ł zachodzi we wszystkich badanych tkankach, a chimerę 
G(3-GFP lokalizowano w błonie plazmatycznej i jądrze ko

mórkowym [48-50], Po- 
lipeptyd G(3 A. thaliana, 
zbudowany z 377 reszt 
aminokwasowych (41,3 
kDa), w  części N-koń- 
cowej tworzy helisę a, a 
dalej strukturę śmigła z 
siedmioma „łopatkami" 
utworzoną przez sie
dem motywów WD-40 
(Ryc. 3). [16,47], C-koń- 
cowy 35 aminokwasowy 
odcinek tworzy „kieszeń 
farnezylową", w  której, 
po uwolnieniu z błony 
heterodimeru GPy w 
wyniku działania fosdu- 
cyny, chowa się reszta 
farnezylu związanego z 
Gy. W genomie A. tha
liana nie znaleziono se

Rycina 3. Schemat budow y polipeptydów  G a, G(3 i G yl Arabidopsis thaliana. O pracow ano na podstaw ie [16,40,44,47,51]; szczegóły 
w tekście.
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kwencji arestyny, natomiast występuje pojedyncza sekwen
cja kodująca odpowiednik zwierzęcej fosducyny [16].

Wykorzystując technikę drożdżowego systemu dwuhy- 
brydowego, poznano w  A. thaliana dw a geny AGG1 i AGG2, 
kodujące zbudowane z 98 i 100 reszt aminokwasowych 
podjednostki Gy (10,8 i 11,1 kDa), posiadające w części C- 
końcowej motyw CLIL z resztą cysteiny ulegającą prenyla- 
cji (Ryc. 3) [51,52]. W najnowszych badaniach potwierdzono 
doświadczalnie możliwość przyłączenia farnezylu lub ge- 
ranylgeranylu do AGG1, a w przypadku AGG2 — dodat
kowo reszty kwasu palmitynowego [53]. Białka Gy mają 
trzy, zachowane w ewolucji, m otywy z sekwencją D65PLL 
w środkowym motywie, oddziałującą z Gp (Ryc. 3) [51]. 
Po dw a geny Gy zidentyfikowano także u grochu i ryżu 
[17,54], Białko G yl (10,5 kDa) ryżu jest podobne do białek 
z rzodkiewnika, natomiast Gy2 (16,9 kDa) ma zbudowane 
z 57 reszt aminokwasowych przedłużenie na N-końcu, a w 
odcinku C-końcowym nie posiada m otywu prenylacji [54],

Poziom identyczności sekwencji aminokwasowej białek 
G roślin i ssaków jest stosunkowo niski, bowiem w przy
padku G a sięga zaledwie około 30%, 42% w przypadku Gp, 
a w odniesieniu do Gy mieści się w przedziale od 25 do 35%. 
Nieco wyższy poziom podobieństwa tych białek umożli
wia, dzięki odpowiednim  program om  komputerowym, 
uzyskanie przybliżonego obrazu struktury przestrzennej 
wszystkich trzech białek G A. thaliana, który, jak się okazuje, 
w ogólnym zarysie jest podobny do obrazu struktury białek 
G ssaków [16].

BIAŁKA EFEKTOROWE ROŚLIN

Już przed kilkunastoma laty wyniki niektórych doświad
czeń wskazywały na fosfolipazę D jako potencjalny enzym 
efektorowy, którego aktywność jest regulowana przez biał
ko G [20,23], jednakże możliwość bezpośredniego oddzia
ływania G a z PLD al — jedną z 12 fosfolipaz D A. thaliana 
— potwierdzono dopiero przed paru laty [55,56]. PLDal 
zawiera motyw DRY, występujący także w wielu recepto
rach GPCR, z resztą lizyny zaangażowaną w  oddziaływa
nie z G a (Ryc. 4). Efektem oddziaływania między dwoma 
białkami jest stymulacja aktywności GTPazowej w  G a oraz 
wyraźne hamowanie aktywności fosfolipazy D, znoszone 
w  warunkach, gdy GDP zostanie wymieniony na GTP [56]. 
Fosfolipaza D a l jest jednym z elementów szlaków sygna
łowych kwasu abscysynowego i w tym kontekście jej rola 
zostanie omówiona w dalszej części pracy.

Istnieją nieliczne doniesienia, które sugerują, że G a od 
działuje także z fosfolipazami A2 i C. W doświadczeniach 
prowadzonych na Eschscholzia californica wykazano, że G a 
wiąże PLA2, a jej aktywność hydrolityczna jest stymulo
wana przez GTPyS — nie ulegający hydrolizie analog GTP
[57], Fosfolipaza C (PLCó) grochu oddziałuje z G a poprzez 
domenę wiążącą w apń (fnl), a efektem takiego oddziaływa
nia jest wzrost aktywności GTPazowej [17].

Techniką drożdżowego systemu dwuhybrydowego w y
selekcjonowano i zidentyfikowano AtPirinl — kolejne biał
ko efektorowe oddziałujące z G a [58]. W A. thaliana jest to 
białko (31 kDa) zbudowane z 287 reszt aminokwasowych,
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Rycina 4. Schemat szlaku sygnałow ego aktyw ow anego przez receptor kw asu ab
scysynowego (ABA) sprzężony z b iałkami G. A — schem at budow y polipeptydu 
fosfolipazy D (PLDal); B — ABA w iązany przez receptor (AtGCR2?) w ym usza 
w ym ianę GDP na GTP w iązanego z G a, aktywując w  ten sposób P L D al. Pow sta
jący kw as fosfatydowy zakotwicza w błonie fosfatazę białkową AB11, pełniącą 
w  szlaku sygnałow ym  funkcję elem entu negatywnego. ABI1 oraz inne fosfatazy 
białkowe z rodziny PP2C regulują aktyw ność kinaz białkowych z rodziny  SnRK, 
a także oddziałują z innym i białkam i o zróżnicowanych funkcjach. O pracowano 
na podstaw ie [55,56,70,72,73]; szczegóły w tekście.

zawierające dw a motywy kupinowe (łac. cupa -  mała be
czułka), tworzące struktury wiążące jony metali [59], AtPi
rin l oraz dwa jego homologi z A. thaliana podobne są do 
piryny — białka, które u ssaków oddziałuje z czynnikiem 
transkrypcyjnym NFI/CTF1 (ang. nuclear factorl/ CCAAT  
box transcription factorl), w iązanym  przez motyw CCAAT 
i aktywującym polimerazę RNA II [59], Białko AtPirinl od
działuje z G a i to niezależnie od związanego z nim nukle- 
otydu di- czy trifosforanowego [58]. Zmiany fenotypowe 
towarzyszące mutacjom Atpirinl są podobne do zmian ob
serwowanych u mutanta pozbawionego Ga, co świadczy o 
tym, że w  szlaku sygnałowym białko to znajduje się poniżej 
Ga. AtPirinl funkcjonuje w  regulacji kiełkowania nasion i 
rozwoju siewki [58], a także, jak wynika z nowszych badań, 
w  szlaku sygnałowym aktywowanym  przez światło niebie
skie [30].

W jednym ze szlaków sygnałowych aktywowanych 
przez światło niebieskie uczestniczy inny enzym efektoro
wy — dehydrataza prefenianowa (PD1), katalizująca prze
mianę prefenianu do fenylopirogronianu, prekursora feny- 
loalaniny i tyrozyny [29], Regulacja przem ian szlaku kwasu 
szikimowego jest szczególnie ważna, gdyż dostarcza on 
prekursorów lignin, które u niektórych roślin mogą stano
wić do 35% suchej masy, a ponadto umożliwia biosyntezę 
wielu związków o kluczowych dla rośliny funkcjach regu
lacyjnych i ochronnych. Białko G a oddziałuje z dehydra-
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tazą prefenianową, stymulując jej aktywność w  obecności 
GTPyS. Proponuje się, że elementami szlaku sygnałowego, 
aktywującego przez światło niebieskie syntezę fenyloalani- 
ny i tyrozyny, są GCR1, G a i PD1, bowiem mutacje eliminu
jące któryś z tych elementów całkowicie blokują aktywujący 
wpływ  światła [29],

W doświadczeniach prowadzonych na m utantach A. 
thaliana pozbawionych funkcjonalnego Ga zwrócono uw a
gę na wzrost wrażliwości zmutowanych osobników na D- 
glukozę, która w wyższych stężeniach hamuje kiełkowanie 
nasion i wzrost zielonych siewek [11,60], Poszukując biał
ka efektorowego funkcjonującego w tym szlaku, techniką 
drożdżowego systemu dw uhybrydow ego wyselekcjono
wano gen THF1 (ang. thylakoid formationl), kodujący białko 
oddziałujące z G a [61], THF1 jest białkiem zbudow anym  z 
300 reszt aminokwasowych, które ma jeden lub dw a odcinki 
transbłonowe. Występuje w błonie chloro- i amyloplastów 
oraz w  stromulach — tubularnych strukturach łączących 
błony plastydów z błoną komórkową. Wykazano, że wzrost 
korzenia u mutanta thfl-1 pozbawionego THF1, podobnie 
jak u m utanta ga, jest wyraźnie silniej ham ow any przez 6% 
roztwór D-glukozy, a fenotyp podwójnego m utanta ga/thfl- 
1 jest identyczny z thfl-1 [61]. Na razie nie w iadom o jaką 
funkcję pełni THF1, ale biorąc pod uwagę jego lokalizację 
oraz lokalizację białka RGS1 można zakładać, że THF1 jest 
jednym  z elementów szlaku aktywowanego przez zewną- 
trzkomórkowe stężenie glukozy [12].

Nieliczne doświadczenia wskazują, że G a może aktywo
wać kanały wapniowe w błonie plazmatycznej pomidora 
[62], a także może regulować kanały potasowe komórek 
mezofilowych tytoniu [63] i komórek szparkowych [64], 
Należy jednakże podkreślić, że w żadnym  z tych dośw iad
czeń nie sprawdzano czy dochodzi do bezpośredniego od 
działywania białka G z badanymi kanałami.

Warto podkreślić, że genomy rzodkiewnika i ryżu nie za
wierają sekwencji homologicznych z poznanym i wcześniej 
w innych organizmach błonowymi i cytoplazmatycznymi 
cyklazami adenylanowymi i guany łanowy mi. Jednakże 
brak u roślin klasycznych cyklaz nie wyklucza możliwo
ści, iż struktura pierwszorzędowa enzym ów roślinnych 
odbiega od struktury enzymów pochodzących z innych or
ganizmów. Sugestię taką wydaje się potwierdzać pojedyn
cze doniesienie o wyizolowaniu z pyłku kukurydzy i Aga- 
panthus umbellatus mRNA zawierającego krótkie motywy 
homologiczne z cytoplazmatyczną cyklazą adenylanową 
Neurospora crassa. Ponadto wykazano, że rekom binowane 
białko PSiP (ang. pollen-signalling protein), uzyskane w bak
teryjnym układzie ekspresyjnym rzeczywiście syntetyzuje 
cAMP [65],

SZLAKI SYGNAŁOWE AKTYWOWANE PRZEZ 
RECEPTORY SPRZĘŻONE Z BIAŁKAMI G

BŁONOWE I WEWĄTRZKOMÓRKOWE 
RECEPTORY KWASU ABSCYSYNOWEGO

W prowadzonych od wielu lat poszukiwaniach recepto
rów ABA wykorzystywano głównie komórki szparkowe, 
najczęściej z liści bobu i komeliny oraz komórki aleuronowe 
ziaren zbóż. Uzyskiwane wyniki sugerowały, że receptory
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ABA powinny być zlokalizowane zarówno w  błonie komór
kowej, jak również wewnątrz komórki, jednakże izolowane 
białka wiążące fitohormon na ogół nie spełniały kryteriów 
stawianych białkom receptorowym [66], Wyraźny przełom 
nastąpił dopiero w ostatnich dwóch latach, po tym jak w 
A. thaliana zidentyfikowano najpierw dw a wewnątrzko
mórkowe receptory ABA [67,68], a następnie receptor typu 
GPCR kodowany przez gen GCR2 [13],

Białko GCR2, zbudowane z 401 reszt aminokwasowych, 
zlokalizowane jest w  błonie komórkowej i wiąże Ga. Fizycz
ne oddziaływanie między dwom a białkami potwierdzono 
czterema różnymi technikami, a ponadto wykazano, że w 
wiązaniu G a uczestniczy odcinek C-końcowy, powyżej 290 
reszty aminokwasowej, GCR2. Rekombinowane białko uzy
skane w £. coli wiąże tylko aktywne stereoizomery ABA, a 
zmiany towarzyszące wiązaniu liganda osłabiają oddziały
wanie GCR2 z Ga. Trzy alleliczne m utanty gcr2, zawiera
jące skrócony transkrypt, wykazują wyraźne zaburzenia w 
indukow anym  przez ABA zamykaniu aparatów szparko
wych i ham ow aniu otwierania szparek, a także są wyraźnie 
mniej wrażliwe na ABA w reakcji hamowania kiełkowania 
nasion i wzrostu siewek. Ponadto, u mutantów gcrl stwier
dzono brak hamującego wpływ u ABA na kanały K+ odpo
wiedzialne za otwieranie szparek oraz obserwowano w y
raźne obniżenie ekspresji kilku genów indukowanych przez 
ABA. Zmiany fenotypowe obserwowane u roślin z nade- 
kspresją GCR2 są także zgodne z oczekiwaniami i świadczą 
o zwiększonej wrażliwości na ABA [13,69]. We wszystkich 
doświadczeniach wykorzystujących mutanty gcr2 obserwo
wano wyraźne hamowanie odpowiedzi na ABA, ale nie ich 
całkowity zanik, co może dowodzić komplementacji zm u
towanego GCR2 przez dw a jego homologi GCL (ang. GCR- 
like) obecne w genomie A. thaliana [13,31,69].

Wyniki powyższych badań budzą nadal duże zaintere
sowanie, mimo że w ostatnim czasie zostały niemalże w  ca
łości zakwestionowane, najpierw wynikami szczegółowych 
analiz sekwencji aminokwasowej GCR2 [14], a później tak
że wynikami doświadczeń [15]. Analiza porównawcza se
kwencji aminokwasowej ujawniła wyraźne podobieństwo 
GCR2 do syntetazy lantioninowej (LanC) prokariontów 
— enzymu uczestniczącego w biosyntezie cyklicznego pep- 
tydu anty bakteryjnego. Ponadto, białko LANCL1 ssaków o 
nieznanej roli, podobne do GCR2, jest białkiem tylko pery- 
ferycznie związanym z błoną. Jeszcze więcej wątpliwości 
wniosły wyniki najnowszych badań, w których badano trzy 
alleliczne m utanty gcr2 oraz podwójnego mutanta gcr2/gcll
[15]. W obu przypadkach nie stwierdzono żadnych znaczą
cych zmian w hamującym wpływie ABA na kiełkowanie 
nasion i rozwój siewek. Nie obserwowano także żadnych 
zmian w ekspresji aktywowanych przez ABA genów m ar
kerowych (RD29A, KIN5, ABI5, RAD29B, RAB18) [15],

Pomimo tych kontrowersji, z dużą dozą praw dopodo
bieństwa możemy przyjąć, opierając się głównie na wyni
kach wcześniejszych badań, że receptorem błonowym ABA 
jest rzeczywiście białko typu GPCR. Przemawiają za tym 
między innymi wyniki doświadczeń związanych z aktywa
cją przez ABA fosfolipazy D a l oddziałującej z białkiem G a
[56,70,71]. Jak już wcześniej wspomniano, PLD al zawiera 
motyw DRY, niemal identyczny z sekwencją występującą
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w trzeciej pętli cytoplazmatycznej u ponad 200 GPCR, w 
którym reszta lizyny pośredniczy w oddziaływaniu z G a 
(Ryc. 4). PLD al oddziałuje tylko z Ga-GDP, a jego efek
tem jest wyraźne hamowanie aktywności fosfolipazowej. 
Wzrost aktywności PLD al w obecności Ga-GTP można za
tem interpretować jako efekt rozluźnienia wiązania między 
dwom a białkami. W protoplastach z liści A. thaliana trak
towanych ABA prawie dwukrotnie rośnie poziom kwasu 
fosfatydowego (PA) pochodzącego z hydrolizy fosfatydylo- 
choliny [70], Powstający w  błonie kwas fosfatydowy wiąże 
fosfatazę białkową ABI1, jeden z kluczowych elementów 
szlaków sygnałowych ABA. ABI1 należy do rodziny fos
fataz białkowych PP2C, liczącej w  A. thaliana 69 genów. W 
wiązaniu kwasu fosfatydowego przez ABI1 pośredniczy 
reszta argininy (R73), a jego efektem jest całkowite zaham o
wanie aktywności fosfatazowej ABI1. Przypuszczalnie, nie 
bez znaczenia jest również fakt, że ABI1 zakotwiczona po
przez PA w błonie komórkowej nie migruje do jądra, gdzie 
przypuszczalnie defosforyluje białko/białka substratowe
[70,71],

Wiele dotychczasowych badań dowodzi, że ABI1, a tak
że kilka innych fosfataz z tej rodziny (ABI2, HAB1, HAB2, 
A HG3/PP2CA, AHG1), pełniących w szlakach sygnało
wych ABA funkcje negatywnych elementów, oddziałuje 
z szeregiem białek o zróżnicowanej funkcji [69,70], ABI1 
wiąże czynnik transkrypcyjny ATHB6 zawierający home- 
odomenę, odgrywający także rolę elementu negatywnego 
w szlaku sygnałowym  [69,70]. Fosfataza AtPP2CA od 
działuje z kanałami K+-AKT2 z rodziny shaker oraz AKT3 
transportującym  jony potasu do komórki [69,70]. Jednakże 
najwięcej uwagi poświęca się badaniom  zw iązanym  z re
gulacją przez fosfatazy PP2C kinaz białkowych, zwłaszcza 
kinaz z rodziny SnRK, obejmującej w  A. thaliana 38 ge
nów. Niektóre z tych kinaz są pozytyw nym i elementami 
szlaku regulującego zamykanie aparatów  szparkowych. 
Taką rolę odgryw a oddziałująca z ABU kinaza SnRK2.6/ 
OST1/SRK2E [72,73]. ABI2, a w  mniejszym stopniu rów 
nież ABI1, oddziałuje z kinazami PKS3 i SOS2 w spółdzia
łającymi z białkami sensorowymi SCaBP5 i SOS3 wiążący
mi jony wapnia. Jeszcze inne kinazy fosforyłują czynniki 
transkrypcyjne ABF [72,73].

W kontekście badań  zw iązanych z poszukiw aniem  
receptorów  ABA, zastanaw ia fakt, iż odpow iedzi na fi- 
tohorm on badane w przypadku  GCR2 (ham ow anie kieł
kow ania nasion i rozwoju siewek, otw ieranie i ham ow a
nie zam ykania szparek) brane są także pod uw agę jako 
główne kryterium  w dośw iadczeniach weryfikujących 
funkcję receptorow ą białek w ew nątrzkom órkow ych. Jed
nym  z takich białek w A. thaliana okazała się największa 
podjednostka CHLH heterotrim erycznej chelatazy w pro 
wadzającej jon m agnezu do protoporfiryny IX [68]. P od 
jednostka CHLH (G U N 5/CCH ), zbudow ana z 1322 reszt 
am inokw asow ych, jest jednym  z elem entów retrogratyw - 
nego szlaku sygnałow ego przekazującego informację z 
chloroplastów  (plastydów) do jądra. Jak się obecnie p rzy 
puszcza, cząsteczką sygnałow ą w tym  szlaku jest Mg- 
protoporfiryna IX lub jej ester m etylowy. W kontekście 
badań  zw iązanych z re trogra tyw nym  przekazyw aniem  
informacji, wyniki badań  dowodzące, iż podjednostka 
H oprócz w iązania protoporfiryny IX wiąże także ABA,

okazują się już mniej zaskakujące. Funkcję receptorową 
podjednostki H  chelatazy w ydają się potw ierdzać zm ia
ny obserw ow ane u dw óch allelicznych m utan tów  gun5 
i cch. M utant cch jest n iew rażliw y na fitohorm on w re 
akcjach ham ow ania  kiełkow ania nasion, w zrostu  siewek, 
a także w indukow anych  przez ABA ruchach aparatów  
szparkow ych [68].

W trakcie badań prow adzonych na komórkach warstwy 
aleuronowej jęczmienia, zidentyfikowano rozpuszczalne 
białko ABAP1 wiążące ABA, homologiczne z białkiem FCA 
(ang .flowering time control protein A), poznanym  wcześniej u 
późno kwitnącego mutanta A. thaliana [68,72,73]. Szczegóło
we badania pokazały, że gen FCA w  drodze alternatywnego 
składania może kodować cztery białka (a, (3, y i ó), z których 
największy, 747 aminokwasowy polipeptyd y, w części N- 
końcowej zawiera dw a m otywy RRM (ang. RNA recognition 
motif), a w  odcinku C-końcowym — motyw WW, odpo
wiedzialny za oddziaływania z innymi białkami. Białko 
FCAy, poprzez odcinek C-końcowy, oddziałuje z białkiem 
FY funkcjonującym w „obróbce" końca 3-RNA, a ponadto, 
przez ten sam fragment C-końcowy wiąże ABA [68], W yda
je się więc, że FCAy, wiążąc ABA, nie może tworzyć aktyw
nego heterodimeru z FA regulującego poziom transkryptu 
FLC kodującego białko represorowe hamujące kwitnienie 
[68,72,73],

BIAŁKO GCR1 JAKO ELEMENT SZLAKÓW 
SYGNAŁOWYCH AKTYWOWANYCH PRZEZ 
ABA, CUKRY I ŚWIATŁO NIEBIESKIE

GCR1 jest jedynym  genem  A. thaliana, którego p rzyna 
leżność do nadrodziny  GPCR nie budzi dzisiaj w ątp liw o 
ści [8,24]. Po w ykluczeniu funkcji receptorowej GCR1 w 
sygnalizacji cytokininowej [27], jego rolę zaczęto wiązać 
z regulacją cyklu kom órkow ego, szczególnie po tym  jak 
się okazało, że mutacja w genie Ga ogranicza podziały ko
m órkow e [74]. N adekspresja GCR1, a także Ga, w  kom ór
kach tytoniu przyspiesza w budow yw anie  do DNA zna
kowanej tym idyny, a w p rzy p ad k u  A. thaliana pow oduje 
skrócenie bądź w yelim inow anie  stanu spoczynkowego 
nasion oraz przyspieszenie zakw itania  [75,76]. Ponadto, 
w dośw iadczeniach prow adzonych  na kom órkach ty 
toniu BY2 dow iedziono, że GCR1 i G a  aktyw ują fosfo- 
lipazę C podnosząc poziom  1,4,5-trifosfoinozytolu [76]. 
Możliwość oddziaływ ania  G a  z fosfolipazą C5 grochu 
(PI-PLC), swoistą w zględem  fosfatydyloinozytolu, po 
tw ierdzono także w badaniach  w ykorzystujących techni
kę drożdżow ego system u dw uhybrydow ego  [17],

W świetle w yników  najnow szych badań, rola GCR1 
okazała się jednak bardziej złożona i wciąż jeszcze bardzo 
niejasna. W dośw iadczeniach poświęconych badaniom  
w pływ u glukozy i ABA na kiełkow anie nasion, w zrost 
korzenia i siewki, wykazano, że mutacja w Ga podnosi 
wrażliw ość osobników pozbaw ionych G a na hamujące 
działanie obu czynników  [58,60]. Jeszcze w yraźniejsze 
objawy nadw rażliw ości przejawiają osobniki z mutacją 
w G/ł, co wskazuje, iż obydw ie podjednostki funkcjonują 
w  tym  sam ym  szlaku [28], Zm iany fenotypow e tow arzy 
szące mutacji gcrl, podwójnej mutacji gcrlga lub gcrlg f, 
a także potrójnej mutacji gcrlgagf pokazały, że w represji 
kiełkowania przez glukozę i ABA wszystkie trzy białka
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funkcjonują w tym  sam ym  szlaku sygnałow ym  [8,28], Ina
czej jest w p rzypadku  regulacji ruchów  apara tu  szparko 
wego. Mutacja w Ga p row adzi do zaniku w rażliw ości na 
ABA w reakcji ham ow ania  przez fitohorm on otw ierania 
apara tu  szparkow ego [64], a także do zaniku w rażliw o
ści na sfingozyno-l-fosforan [77], natom iast mutacja w 
GCR1 podnosi w rażliw ość na ABA i sfingozyno-l-fosfo
ran. W świetle tych w yników  należy sądzić, iż w regulacji 
ruchów  apara tu  szparkow ego w szlaku zależnym  od G a 
białko GCR1 pełni funkcję elem entu represyjnego [8,28],

Jeszcze inną rolę GCR1 odkryto  w badaniach pośw ię
conych regulacji syntezy fenyloalaniny przez światło 
niebieskie [29], Okazało się bowiem, że G a  oddziału je z 
dehydratazą  prefenianow ą (PD1), cytoplazm atycznym  
enzym em  funkcjonującym w szlaku biosyntezy fenylo
alaniny [29], Światło niebieskie stym uluje aktyw ność PD1 
i podnosi poziom  fenylopirogronianu — bezpośredniego 
p rekursora  fenyloalaniny. Wyniki dośw iadczeń  p rzep ro 
w adzonych na m utantach  gcrl, ga i pdl w ydają się po 
tw ierdzać udział wszystkich trzech białek w  szlaku sy
gnałow ym  odpow iedzialnym  za regulację przez światło 
niebieskie biosyntezy fenyloalaniny (Ryc. 5).

Jak już wcześniej w spom niano, jednym  z białek efekto
row ych oddziałujących z G a jest białko A tP irin l z rodzi
ny białek kupinow ych wiążących żelazo, hom ologiczne z 
poznaną u człowieka piryną, oddziałującą z czynnikiem  
transkrypcyjnym  w iązanym  przez sekwencję CCAAT
[58], M otyw CAAAT u roślin jest jednym  z elem entów  cis, 
w ażnym  w odpow iedziach roślin na światło niebieskie o 
niskim  natężeniu [58]. W yniki najnowszych dośw iadczeń  
dow odzą, że GCR1, G a, A tP irin l oraz heterotrim eryczny 
czynnik transkrypcyjny Y funkcjonują w szlaku sygna
łow ym  regulującym  ekspresję genu Lhcb ak tyw ow anym  
przez światło niebieskie i ABA (Ryc. 5) [30].

Rycina 5. Hipotetyczny udział białka GCR1 w  szlakach sygnałow ych aktyw ow a
nych przez światło niebieskie i kwas abscysynowy. O pracow ano na podstaw ie 
[8,28-30,58]; szczegóły w tekście.

BIAŁKO RGS1 -  CZUJNIK ZEWNĄTRZKMÓRKOWEGO 
STĘŻENIA GLUKOZY

Poznany w A. thaliana A tR G Sl  koduje białko zbudo 
w ane z 459 reszt am inkw asow ych, zawierające siedem 
helis transbłonow ych w odcinku N-końcow ym  oraz d o 
menę RGS, charakterystyczną dla białek stymulujących 
aktyw ność GTPazową białka G a, w części C-końcowej 
(Ryc. 2) [11], Białka RGS zwierząt, oprócz dom eny RGS, 
mają inne m otyw y mogące pośredniczyć w oddzia ływ a
niach typu  białko-białko, lecz żadne z nich nie zaw iera 
dom eny transbłonowej [1,12]. Gen A tR G Sl w prow adzo 
ny do drożdży  z mutacją sst2, kom plem entuje drożdżow e 
białko RGS, przywracając norm alną wrażliwość drożdży  
na ferom on [11], W dośw iadczeniach wykorzystujących 
bakteryjny układ  ekspresyjny potw ierdzono możliwość 
w iązania odcinka C-końcowego AtRGSl przez rekombi- 
now ane białko G a, szczególnie efektywne w obecności 
tetrafluorku glinu, stabilizującego s truk turę  aktywnej 
GTPazy [11], Siewki A. thaliana z mutacją eliminującą G a 
rosną w ciemności wolniej, gdyż uległy zaham ow aniu  
podziały komórek. Wolniej niż rośliny dzikie rosną także 
osobniki z nadekspresją RGS1. Mutacja eliminująca RGS1 
przyspiesza w zrost w ydłużeniow y hypokotyla, podobnie 
jak mutacja typu  QL w G a, z zaham ow aną aktywnością 
GTPazową. Tak więc brak AtRGSl w ydłuża  czas działa
nia Ga-GTP, a w  efekcie w ciemności ulega przyspiesze
niu w zrost w ydłużeniow y, a na świetle rośnie częstotli
wość podziałów  kom órek m erystem u wierzchołkowego 
korzenia i pędu  [11]. Reasumując, m ożna więc stwierdzić, 
że AtRGSl inaktyw uje Ga-GTP.

W ykazano także, że m utant A trgsl jest miej w rażliw y 
na w yższe stężenie glukozy, hamujące kiełkowanie na 
sion i rozwój siewek, a także w ykazuje obniżoną w rażli
wość na ABA, podczas gdy siewki z nadekspresją RGS1 
są nadw rażliw e na glukozę i ABA [78,79], Ponadto u 
osobników z nadekspresją RGS1 obserw ow ano w zm ożo
ną ekspresję genów  zw iązanych z biosyntezą ABA oraz 
w zrost poziom u fitohorm onu [79,80].

Wyniki najnowszych doświadczeń potwierdzają możli
wość bezpośredniego oddziaływ ania AtRGSl z Ga-GTP, 
które ulega zaburzeniu po zastąpieniu w RGS1 reszty glu
tam inianu (E320) przez lizynę (Ryc. 2). Co ważniejsze, w y
kazano, że D-glukoza w stężeniu 6% stymuluje tworzenie 
aktywnego kom pleksu AtRGSl-Ga [12]. Analizując subko- 
m órkową lokalizację tworzących się kompleksów, można 
przypuszczać, że w szlaku sygnałowym  poniżej RGS1 i 
G a funkcjonuje w spom inane wcześniej białko THF1 od 
działujące z Ga. THF1, zlokalizowane w błonie chloro- i 
amyloplastów, odgryw a pewną, jeszcze nieokreśloną rolę, 
między innymi w rozwoju tylakoidów [12,61], Udział biał
ka G w sygnalizacji cukrowcowej mogą także potwierdzać 
zmiany fenotypowe towarzyszące mutacji w genie SGB1 
A. thaliana, kodującym zlokalizowany w aparacie Golgie- 
go transporter heksoz. M utanta sgbl-2 wyselekcjonowano 
jako m utanta supresorow ego w stosunku do mutacji w G/ł 
w  odpow iedziach roślin na wyższe stężenie glukozy [81].
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UWAGI KOŃCOWE

Zmiany fenotypowe towarzyszące mutacjom w genach 
kodujących podjednostki białka G sugerują możliwość 
udziału GPCR i białek G także w szlakach innych fito- 
hormonów, w szlakach aktywowanych przez fitochromy 
— receptory światła czerwonego, a także w szlakach re
gulujących odpowiedzi roślin na działanie biotycznych i 
abiotycznych czynników stresowych. Badany od kilku lat 
karłowaty m utant dl ryżu pozbawiony G a wykazuje mniej
szą wrażliwość na niskie stężenia GAy podczas gdy fitohor- 
mon w stężeniu powyżej 1 pM przywraca fenotyp roślin 
linii dzikiej [22,82]. Także nasiona A. thaliana z mutacją w 
G a są około 100-krotnie mniej wrażliwe na giberelinę (GA) 
[60,83], natomiast nasiona z mutacją QL charakteryzują się 
ekspresją genu a-amylazy nawet w warunkach braku gibe- 
reliny [82], Odkrycie w  ostatnich dwóch latach, najpierw w 
ryżu, a później w rzodkiewniku, wewnątrzkomórkowych 
receptorów gibereliny, skłania do krytycznej oceny wcze
śniejszych wyników. Zmiany fenotypowe obserwowane u 
mutanta A. thaliana pozbawionego wszystkich trzech ge
nów AtGIDla,b i c mogą świadczyć o tym, że kodowane 
przez nie wewnątrzkomórkowe białka są jedynymi recep
torami gibereliny [84], Podobnie jest w przypadku auksyn. 
Po odkryciu wewnątrzkomórkowych receptorów IAA za
czyna się przypuszczać, że indukowane przez auksyny po
działy komórkowe nie są bezpośrednio zależne od białka 
Ga, które miałoby jedynie modulować wrażliwość rośliny 
na fitohormon [85]. Receptorem brasinosteroidów (BR) jest 
błonowa sery now o/treoninow a kinaza białkowa BRI/BAK 
[19], ale zmiany towarzyszące mutacjom w GCR1, a także w 
Ga i G/l sugerują, że szlaki sygnałowe brasinosteroidów są 
w jakiś sposób powiązane ze szlakami zależnymi od białek 
G [60,83,86],

Przed kilkunastu laty dowodzono udziału białka G w 
fitochromowym szlaku sygnałowym aktywowanym  przez 
światło czerwone. Wyniki nowszych badaniach, w ykorzy
stujących rośliny z nadekspresją Ga sugerują, że białko G 
odgrywa pewną rolę w jednym z odgałęzień szlaku, regu
lującym wzrost wydłużeniowy siewki [22], Jednakże w  in
nych doświadczeniach opartych na wykorzystaniu m utan 
tów pozbawionych funkcjonalnych białek G a i Gp całkowi
cie wykluczono udział białek G w fitochromowym szlaku 
sygnałowym regulującym wzrost hypokotyla [87],

Od wielu lat próbuje się także szukać związków między 
białkami G, a odpowiedziami roślin na stres wywołany 
różnymi czynnikami biotycznymi i abiotycznymi. Wyniki 
niektórych badań zwracają uwagę na możliwość udziału 
białek G w reakcjach obronnych przeciw patogenom, w tym 
m. in. w regulacji biosyntezy fitoaleksyn i alkaloidów, czy 
też w produkcji aktywnych form tlenu [22,23,88], Publiko
wane obecnie prace [89-92] skłaniają do przypuszczeń, że 
ten kierunek badań będzie w najbliższym latach rozwijał się 
najszybciej.
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G-proteins and protein effectors in plants
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ABSTRACT
The superfamily of G-protein-coupled receptors (GPCRs) is one of the largest and most diverse family of proteins in mammals. Plants, in 
contrast to animals, have a greatly simplified repertoire of GPCRs. To date, only AtGCRl and AtRGSl have been shown to physically interacts 
with a plant G-protein. Also, the number of G-protein complex components in plants is dramatically less than in other Eukaryotes. Only one 
prototypical Ga subunit, one Gp and two Gy subunits have been identified in A. thaliana  and rice. Similarly, there are few  known downstre
am effectors that physicaly interact with either the plant Ga subunit or the GPy dimer. The best-characterized effector is phospholipase D 
(PLDal). Besides, the potential Ga effectors are: cupin-domain protein designated as Atpirinl, prephenate dehydratase — a cytosolic enzyme  
involved in regulation of the shikimate pathway, and THF1 protein located in plastid membranes. Indirect evidences suggest that Ga may 
interact with ion channels and phospholipases A, and C, whereas Gpy dimer supposedly interacts with a Golgi-localized hexose transporter.
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Regulacja ekspresji genów w  komórce 
bakteryjnej przy udziale białek z rodziny Fur

STRESZCZENIE

N iemal wszystkie bakterie potrzebują do wzrostu żelaza. Do tego celu wykorzystują one 
specyficzne mechanizmy pobierania ze środowiska oraz transportowania do wnętrza 

komórki ten cenny pierwiastek. Z drugiej strony, nadmiar żelaza jest toksyczny dla komórki, 
głównie ze względu na udział w wytwarzaniu wolnych rodników. Ponieważ do tej pory nie 
zidentyfikowano mechanizmów usuwania żelaza poza komórkę bakteryjną, uważa się, że 
regulacja komórkowego stężenia tego metalu odbywa się poprzez kontrolę transportu oraz 
odpowiedni poziom syntezy białek koordynujących i magazynujących żelazo. Większość 
genów zaangażowanych w utrzymanie homeostazy żelaza w komórce bakteryjnej wydaje 
się pozostawać pod kontrolą głównego czynnika regulacyjnego czyli represora Fur. W pra
cy tej przedstawiono strukturę białek z rodziny Fur oraz funkcję pełnioną przez te białka 
w  utrzymaniu odpowiedniego poziomu żelaza oraz regulacji ekspresji genów w komórce 
bakteryjnej.

WPROWADZENIE

Żelazo jest czwartym pod względem częstości występowania pierwiastkiem 
chemicznym w przyrodzie. W warunkach naturalnych przeważa forma utlenio
na żelaza, głównie w postaci wodorotlenku żelaza (Felll). Jest ona jednak bardzo 
słabo rozpuszczalna w roztworach o pH 7.0, przez co potencjalnie niedostęp
na dla organizm ów żywych. Forma zredukow ana żelaza (Feli) jest relatywnie 
dobrze rozpuszczalna w warunkach fizjologicznych, natomiast w środowisku 
tlenowym praktycznie nieobecna. W zależności od otoczenia chemicznego w 
jakim się znajdują, jony żelaza zdolne są do przyjmowania różnych stanów spi
nowych zarówno w formie zredukowanej, jak i utlenionej. Również ich potencjał 
oksydoredukcyjny może ulegać zmianie w szerokim zakresie, przyjmując w ar
tości od -300 do +700 mV. Powszechna dostępność żelaza oraz jego specyficzne 
własności sprawiły, że stało się ono elementem składowym szeregu białek już 
na bardzo wczesnych etapach formowania się życia, gdy na Ziemi panowały 
warunki beztlenowe [1]. Bakterie z rodzaju Lactobacillus, bytujące w środowi
sku wysoce ubogim w żelazo, uniezależniły swój metabolizm od jego obecno
ści, opierając istotne procesy komórkowe o jony m anganu [2,3], Z wyjątkiem 
jeszcze kilku wewnątrzkomórkowych patogenów, takich jak Borrelia burgdorferi 
oraz Treponema pallidium, u których stwierdzono niesłychanie niską zawartość 
żelaza, pierwiastek ten jest niezbędny do prawidłowego funkcjonowania każ
dej żywej komórki, odgrywając istotną rolę w takich procesach, jak: fotosynteza, 
asymilacja N,, metanogeneza, cykl kwasów trójkarboksylowych, przyswajanie 
i produkcja wodoru, transport elektronów w łańcuchu oddechowym  oraz bio
synteza DNA. Z tego względu bakterie wytworzyły wiele złożonych systemów 
pobierania żelaza ze środowiska zewnętrznego oraz jego transportu do wnętrza 
komórki [4],

Mimo iż żelazo stanowi grupę prostetyczną wielu białek komórkowych, 
to jego nadm iar jest dla komórki szkodliwy. Żelazo w warunkach tlenowych 
prowadzi do generowania reaktywnych form tlenu i azotu, niszczących błony 
biologiczne oraz powodujących uszkodzenia DNA, stąd jego stężenie w komór
ce musi znajdować się pod precyzyjnym nadzorem. Ponieważ do tej pory nie 
zidentyfikowano mechanizmów usuwania żelaza poza komórkę bakteryjną, 
uważa się, że regulacja komórkowego stężenia tego metalu odbywa się poprzez 
kontrolę transportu oraz odpowiedni poziom syntezy białek koordynujących 
i magazynujących żelazo. W odróżnieniu od komórek eukariotycznych, które 
kontrolują ten proces na etapie translacji poprzez wiązanie się białek regulatoro
wych do mRNA [5], bakterie wykształciły mechanizmy kontroli ekspresji genów 
na poziomie transkrypcji, oparte o dwa białka, Fur (ang. ferric uptake regulator) 
oraz DtxR (ang. diphtheria toxin repressor), występujące, odpowiednio, u bakterii 
gramujemnych i gramdodatnich z wysoką zawartością GC w genomie oraz u 
bakterii gramdodatnich o niskiej zawartości GC.
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Po raz pierwszy białko Fur zostało opisane w roku 1981 
u mutantów bakterii Escherichia coli, u których produkcja 
niektórych białek (szlaków produkcji sideroforów oraz bio
syntezy specyficznych receptorów występujących w  błonie 
zewnętrznej) była fundam entalna i niezależna od obecności 
metalu w pożywce w porównaniu z komórkami posiada
jącymi niezmutowany gen fur  [6], Mutanty te otrzymały 
nazwę fur  (ang. ferric uptake regulation). Odkrycie to przy 
czyniło się do dalszych badań mających na celu zrozum ie
nie regulacji transportu żelaza u bakterii. Nieco później gen 
fu r  został zmapowany, sklonowany i zsekwencjonowany, a 
jego produkt białkowy oczyszczony w celu poznania jego 
właściwości [7-9], Od tego czasu represory homologiczne 
do Fur z £. coli odkryte zostały u wielu bakterii gramujem- 
nych, m.in. u Yersiniapestis [10], Salmonella typhimurium [11], 
Vibrio cholerne [12], Pseudomonas aeruginosa [13], Helicobacter 
pylori [14], Campylobacter jejuni [15], Białka podobne do Fur 
znaleziono także u bakterii gramdodatnich Bacillus subtilis
[16] oraz Staphylococcus epidermidis [17],

Bakterie posiadają geny, których ekspresja jest zależna od 
poziomu żelaza lub innych metali w komórce bakteryjnej 
oraz geny, których ekspresja podlega regulacji przy udziale 
białka Fur lub innych białek z tej rodziny, m.in. Zur, Mur, 
N ur [18], Białkami należącymi do rodziny białek Fur, które 
regulują ekspresję genów w zależności od w arunków  oksy
dacyjnych oraz dostępności hem u w komórce bakteryjnej, 
są PerR oraz Irr, które zidentyfikowano m.in. u bakterii z 
rodzaju Bacillus, Campylobacter oraz Bradyrhizobium [18]. W 
w arunkach fizjologicznych białko PerR, oprócz obecnego 
również u innych przedstawicieli rodziny Fur cynku struk
turalnego, posiada miejsce wiązania dla jonu m anganu lub 
żelaza. Możliwość koordynacji jednego z dwóch jonów po 
woduje, że PerR występuje w  komórce w jednej z dwóch 
form, odpowiednio, PerR:Zn,Mn oraz PerR:Zn,Fe, przy 
czym każda z tych form wykazuje inną wrażliwość na po 
wstające w stresie tlenowym wolne rodniki. Obecnie uw aża 
się, że pierwotnie białko Fur miało charakter dwufunkcjo- 
nalny, stopniowo ewoluując z wytworzeniem dwóch odręb
nych białek o wyższym stopniu specjalizacji, jak ma to miej
sce, między innymi, w  przypadku bakterii C. jejuni, gdzie 
białko Fur reguluje procesy transportu i m agazynowania 
żelaza, a białko PerR -  ekspresję genów biorących udział w 
odpowiedzi komórki na warunki oksydacyjne.

Stosując metodę mikromacierzy, wykazano, że w  kom ór
ce £. coli znajduje się ponad 90 genów, których ekspresja 
regulowana jest przez białko Fur [19], Podobny poziom re
gulacji stwierdzono m.in. u bakterii z rodzaju Campylobacter 
i Yersinia [20,21], W przypadku mikroorganizmów chorobo
twórczych, dla których zmiany poziomu żelaza w otoczeniu 
są sygnałem, że znalazły się one w organizmie gospodarza, 
białka z rodziny Fur i DtxR pełnią dodatkową funkcję, kon
trolując ekspresję tzw. genów wirulencji, których produkty  
determinują przystosowanie się bakterii do nowych w arun 
ków bytowania w ew nątrz organizmu gospodarza [20-23].

STRUKTURA BIAŁEK Z RODZINY FUR

Najlepiej scharakteryzowanym i opisanym pod w zglę
dem struktury jest obecnie białko z bakterii P. aeruginosa

Rycina 1. S truktura białka Fur z bakterii Pseudomonas aeruginosa (kod PDB: 1MZB) 
[24] w ykonana za pomocą p rogram u SwissPDB-Viewer. Kolorem czerwonym  
zaznaczono reszty am inokw asow e biorące udział w koordynacji s trukturalnego 
jonu cynku. Lokalizacja jonu na granicy dom eny C- i N- końcowej sugeruje rolę 
tego jonu w  oddziaływ aniach pom iędzy dom enam i. Kolorem żółtym  zaznaczono 
reszty tworzące miejsce regulatorow e w  w arunkach in vivo zajęte p rzez jon żelaza 
Fe2ł.

(FurPA; kod PDB: 1MZB) [24] oraz struktura dom eny wią
żącej DNA z £. coli (FurEC; kod PDB: 2FU4) [25], Białko Fur 
z P. aeruginosa jest polipeptydem  o masie 15,2 kDa, wystę
pującym w komórce jako hom odim er i tylko w takiej for
mie zdolne jest do pełnienia swojej funkcji regulatora trans
krypcji. Każda z podjednostek m onomeru zbudow ana jest 
z dwóch wyraźnych dom en (Ryc. 1). Domena N-końcowa 
białka Fur z P. aeruginosa (reszty 1-83) odpowiedzialna jest 
za rozpoznawanie i wiązanie się do DNA. Zbudowana jest 
ona z 4 helis aC  H1-H4), tworzących charakterystyczny m o
tyw WH (ang. winged helix), po którym następuje sekwen
cja dwóch anty równoległych włókien p (S1-S2). Domena 
C-końcowa (reszty 84-135) odgryw a rolę w formowaniu 
się funkcjonalnego dimeru Fur. Tworzona jest ona przez 3 
antyrównoległe włókna p (S3-S5), które dodatkowo nakryte 
są pojedynczą helisą a  (H5) (Ryc. 1). Formowanie dimeru 
Fur oparte jest na oddziaływaniu hydrofobowym i hydrofi- 
lowym wytworzonym  pomiędzy włóknami S3, S4, S5 z od 
powiadającymi im włóknami drugiego monomeru, tworząc 
tym samym regularną strukturę zbudow aną z 6 włókien p. 
Cała struktura dodatkowo stabilizowana jest przez reszty 
AspKB oraz Argl09, zlokalizowane na ostatniej helisie (H5) 
i tworzące mostki solne odpowiednio z resztami Argl09' 
i Aspl03' drugiego monomeru. Ich mutacja w  przypadku 
bakterii P. aeruginosa pow odow ała obniżenie zdolności re- 
presora do wiązania się do DNA [26]. Reszty te nie są jednak 
silnie zachowane w obrębie rodziny białek Fur, sugerując 
przede wszystkim rolę oddziaływań hydrofobowych, jako
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Rycina 2. Analiza porów naw cza sekwencji amino- 
kw asow ych (A) oraz drzew o filogenetyczne (B) białek 
z rodziny Fur pochodzących z w ybranych gatunków  
bakterii, w ykonane za pomocą p rogram u ClustalW. 
Kolorem czerw onym  zaznaczono najbardziej zacho
w ane w ewolucji am inokw asy i / lu b  am inokw asy k lu
czowe dla funkcjonowania represora, kolorem  żółtym 
zaznaczono am inokw asy zachow ane w  ewolucji w  
stopniu um iarkow anym . Bacillus subtilis (P54574), Sta
phylococcus aureus JH9 (A5IT26), Clostridium acetobuty- 
licum (A97IF9), Pseudomonasßuorescens Pf-5 (Q4KIH4), 
Pseudomonas aeruginosa (Q03456), Escherichia coli K12 
(P0A9A9), Salmonella typhimurium  (Q7CQY3), Yersinia 
pestis (P33086), Bradyrhizobium japonicum (085206), 
Helicobacter pylori (025671), Campylobacter jejuni 
81116 (P48796), Bacteroides fragilis (Q64QR6), Bactero- 
ides tethaiotaomicron (Q8A6N3), Streptomyces coelicolor 
(Q9K4F8), Anabaena sp. PCC 7120 (Q8YU81), Porphy- 
romonas gingivalis (Q9KJG2).

głównego czynnika stabilizującego dimer, w  tym wysoce 
zachowanej reszty P hell9 . W rodzinie Enterobacteriaceae 
reszta Phe zastąpiona jest również hydrofobową resztą Ile 
(Ryc. 2). Dimeryzacja sprzyja stabilizacji regionu C-końco- 
wego, jednocześnie w  przypadku bakterii E. coli powoduje 
ona zmiany konformacyjne w rejonie oddziaływania z DNA. 
W porównaniu z białkiem FurPA, FurEC posiada analogicz
ne 4 helisy a  jedynie w  formie monomerycznej, a tworzenie 
funkcjonalnego dimeru powoduje interkalację początkowej 
helisy odpowiadającej helisie HI u P. aeruginosa, przy czym 
m otyw WH pozostaje nadal zachowany [25],

Pojedynczy monomer Fur posiada w swojej strukturze 
dw a miejsca koordynacji jonów dwuwartościowych. Jed
no z miejsc obsadzone jest przez bardzo silnie w iązany jon 
Zn2+, nazywany cynkiem strukturalnym. Struktura miejsca 
koordynującego jon cynku nie jest zachowana w obrębie 
rodziny białek Fur i może różnić się znacznie pomiędzy 
poszczególnymi gatunkami bakterii. FurPA wiąże jon cyn
ku przy udziale reszt zlokalizowanych w obu domenach 
(His32, Glu80, His89, GlulOO) [26], Pomimo obecności reszt, 
które wiążą cynk strukturalny u P. aeruginosa, występują
cych także u innych gatunków bakterii (m.in. E. coli), model 
wiązania Zn2+ jest u tych bakterii inny i opiera się o koordy
nację jonu, między innymi, przez reszty Cys92 i Cys95. W 
przypadku E. coli włączenie jonu cynku w strukturę biał
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ka, połączone z redukcją mostka disiarczkowego pomiędzy 
obiema cysteinami, jest konieczne do dimeryzacji podjed- 
nostek in vitro [25], Pohl i wsp. [24] zasugerowali rolę jonu 
cynku w procesie przenoszenia sygnału z domeny C-końco- 
wej do domeny wiążącej DNA podczas aktywacji represora. 
Niektóre białka z rodziny Fur są jednak pozbawione cynku 
strukturalnego, jak ma to miejsce w przypadku białka Fur 
z Bradyrhizobium japonicum [27], stąd rola tego jonu nie jest 
nadal do końca wyjaśniona. Dużo lepiej poznana jest nato
miast rola drugiego miejsca wiążącego metal, którym w w a
runkach fizjologicznych są jony Fe2+. Wiązanie żelaza przez 
białko Fur powoduje jego aktywację oraz indukuje zmiany 
w  konformacji, umożliwiające wiązanie się białka Fur do 
DNA. Uważa się, że związanie metalu zmienia wzajemną 
orientację podjednostek, stabilizując represor w stanie o 
wysokim powinowactwie do kwasu nukleinowego. Wy
kazano, że in vitro białko Fur może być aktywowane rów 
nież przez inne metale dwuwartościowe, w  tym jony Zn2+, 
Co2+, Mn2+ oraz Ni2+, jak również w pew nym  stopniu przez 
jony żelaza Fe3+ [28,29], Ich poziom w komórce jest jednak 
zbyt niski, aby mogły one zastępować jony żelaza Fe2+ w 
jego funkcji. W niektórych przypadkach wiązanie metalu 
nie jest niezbędne do aktywacji represora, co wykazały ba
dania nad białkiem Fur z Helicobacter pylori [30], W oparciu 
o strukturę białka Fur uzyskaną dła P. aeruginosa zidenty
fikowano miejsce koordynacji jonu aktywującego, które
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tworzone jest przez 4 reszty aminokwasowe (His86, Asp88, 
Glul07, Hisl24) oraz strukturalną cząsteczkę H 20 .  Obec
ność tych reszt u większości gatunków (Ryc. 2), w tym także 
u bakterii E. coli, sugeruje podobny mechanizm wiązania. 
Jednak nie wszystkie gatunki zachowały w ewolucji reszty 
odpowiedzialne za koordynację in vivo jonu żelaza. Bakterie 
z gatunku Porphyromonas gingivalis oraz Bacteroid.es utraciły 
wszystkie 4 wyżej wspom niane reszty (Ryc. 2), sugerując 
tym samym występowanie jeszcze jednego, dodatkowego 
mechanizmu wiązania jonu i aktywacji represora, bądź też 
jego działanie niezależnie od obecności jonów żelaza, na za
sadzie podobnej do działania Fur u bakterii H. pylori.

REGULACJA POZIOMU ŻELAZA 
PRZY UDZIALE BIAŁEK FUR

Najlepiej wyjaśnionym mechanizmem funkcjonowania 
Fur jest regulacja na poziomie transkrypcyjnym. W w arun 
kach dużej dostępności żelaza represor Fur wiąże jon Fe2+ 
i podlega zmianom konformacyjnym, które umożliwiają 
oddziaływanie z DNA. Oddziaływanie białka Fur z DNA 
zachodzi przy udziale reszt aminokwasowych zlokalizowa
nych na helisie H4 w przypadku P. aeruginosa lub odpow ia
dającej jej helisie H3 u E. coli. Kluczowa dla tego procesu jest 
obecność reszty tyrozyny w pozycji 55 w przypadku FurPA. 
Jest to najsilniej zachowana ewolucyjnie reszta obecna we 
wszystkich analizowanych gatunkach, wchodząca w skład 
zachowanej w  ewolucji sekwencji Thr-Val-Tyr-Arg (Ryc. 2). 
Reszta Tyr55 kontaktuje się bezpośrednio z dwiema nastę
pującymi po sobie resztami tyminy w sekwencji nukleoty- 
dowej GATTAT, będącej elementem składowym sekwencji 
konsensusowej dla miejsca wiążącego dla Fur (ang. Fur box), 
sugerując ich zasadniczą rolę w procesie rozpoznawania i 
wiązania się represora do DNA [31]. Wiązanie Fur-Fe2+ do 
specyficznej sekwencji nukleotydowej w rejonie promotoro- 
wym  nie pozwala na przyłączenie się polimerazy RNA, co 
hamuje transkrypcję genów znajdujących się pod kontrolą 
danego promotora. Region rozpoznawany przez represor 
Fur w większości przypadków  zlokalizowany jest w rejo-

5'GATAATGATAATCATTATC 3'

A
3'CTATTACTATTAGTAATAG 5'

-------- ►  M---------  -4-------

5'GATAATGAT(A/T)ATCATTATC 3'
B

3 ' CTATTACTA(T/A)TAGTAATAG 5'

5'tGATAATGATAATCATTATCa 3'

c
3'aCTATTACTATTAGTAATAGt 5'

 ►  <-----------

Rycina 3. M odele w iązania się represora Fur do DNA. Kluczowe dla w iązania 
się białka Fur są pow tórzone heksam ery GATAAT w  dowolnej konfiguracji (A). 
M odel, w  którym  białko Fur rozpoznaje nukleotydow e sekwencje palindrom ow e 
o długości 9 par zasad po obu stronach helisy (B). M odel zaproponow any przez 
Baichoo i H elm ann [37] (C). Kluczowy dla rozpoznania prom otora jest m otyw  
7-1-7 obecny na obu niciach DNA i częściowo na siebie nachodzący. W edług tego 
m odelu represor Fur w iąże się tylko w  obrębie jednej nici, rozpoznając m otyw  7- 
1-7. W obrębie prom otora dochodzi zatem  do w iązania się dw óch dim erów  Fur.
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nie pomiędzy kluczowymi dla formowania się kompleksu 
transkrypcyjnego regionami -10 oraz -35. W ten sposób re
presor Fur hamuje ekspresję genów kodujących białka bez
pośrednio związane z transportem żelaza lub hemu, jak re
ceptory występujące w błonie zewnętrznej czy enzymy syn
tezy sideroforów, gdy poziom tego pierwiastka w komórce 
jest już wystarczający. Wiele prac potwierdziło także wią
zanie białka Fur do własnego promotora, powodujące auto
regulację genu fur  [32], W przypadku bakterii C. jejuni gen 
fu r  znajduje się pod kontrolą 2 promotorów [33]. Większość 
prokariotycznych białek oddziałujących z DNA poprzez 
motyw HTH (ang. helix-turn-helix) rozpoznaje nukleotydo
we sekwencje palindrom owe o długości około 12 par zasad 
(Ryc. 3). Badania nad takimi sekwencjami nukleotydowymi 
u bakterii E. coli doprowadziły do ustalenia rejonu wiązania 
represora Fur stanowiącego 19-nukleotydowe odwrócone 
powtórzenie GATAATGATAATCATTATC [34]. Znacznie 
później zauważono, że sekwencja ta może być także inter
pretowana jako potrójnie powtórzony heksamer GATAAT 
w konfiguracji „głowa-głowa-ogon". W przeprowadzonych 
badaniach z wykorzystaniem syntetycznych oligonukleoty- 
dów wykazano wiązanie białka Fur do sekwencji nukleoty- 
dowych zawierających przynajmniej trzy takie 6-nukleoty- 
dowe motywy [35]. Wyniki te zasugerowały, iż to właśnie 
sekwencja GATAAT jest jednostką rozpoznawaną przez 
represor. Ostatnia hipoteza dotycząca oddziaływania Fur z 
DNA powstała w oparciu o analizę sekwencji nukleotydo- 
wych rozpoznawanych przez represor Fur z B. subtilis oraz 
struktury krystaliczne białka Fur z P. aeruginosa i białka DtxR 
z Corynebacterium diphtheriae (kod PDB: 1DDN), pełniącego 
funkcję podobną do białka Fur w  bakteriach gramdodatnich 
[36], Represor DtxR, podobnie jak Fur, funkcjonuje jako di
mer i oddziałuje z rozpoznawaną sekwencją nukleotydową 
po związaniu jonu żelaza. Model ten zakłada, że pierwotnie 
rozpoznana 19-nukleotydowa sekwencja w rzeczywistości 
stanowi dw a zachodzące na siebie odwrócone powtórzenia, 
z których każdy wiązany jest przez dimer Fur [37], W rze
czywistości motyw rozpoznawany przez dimer Fur składa 
się jedynie z dwóch z pierwotnie sugerowanych trzech hek- 
samerów, tworząc tym samym motyw 7-1-7 (tGATAAT- 
nATTATCa). W ten sposób w obrębie promotora wiązane 
są dw a dimery Fur, każdy rozpoznający jeden z dwóch na
chodzących na siebie motywów 7-1-7 (Ryc. 3).

Niektóre badania dodatkowo modyfikują obecnie obo
wiązujący model wiązania się białka Fur do promotora. Wy
kazano, że inkubacja in vitro represora z fragmentem pro
motora będącego pod kontrolą Fur, powoduje jego ochronę 
przed działaniem DNazy I na znacznie większym odcinku 
niż wskazywałaby na to wielkość dimeru. Wielkość ta była 
różna w zależności od analizowanego fragmentu i mogła 
oscylować w przedziale od 31 par zasad dla modelu propo
nowanego przez Baichoo i Helmann [37], do nawet 100 par 
zasad w przypadku promotora dla genów syntezy aerobak- 
tyny [38]. Autorzy tej hipotezy zaproponowali mechanizm 
działania oparty na wiązaniu się białka Fur w rejonie se
kwencji nukleotydowej, tworzącej klasyczny „Fur box", do 
której białko wykazuje największe powinowactwo. Promuje 
to jednocześnie wiązanie się kolejnych cząsteczek represora 
w rejonach sąsiadujących o zdecydowanie niższym powi
nowactwie. W efekcie prowadzi to do oligomeryzacji kilku 
dimerów Fur i zablokowania znacznie większego fragmen
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tu promotora przez utworzenie struktury wokół DNA po
dobnej do spirali zbudowanej z kolejno ułożonych po sobie 
dimerów Fur. Podobny mechanizm wykazano również w 
przypadku autoregulacji ekspresji genu fur  u bakterii H. 
pylori [39], W tym przypadku Fur reguluje transkrypcję 
własnego genu poprzez wiązanie się do więcej niż jednego 
miejsca w obrębie promotora. U niektórych bakterii wyka
zano obecność podobnych fragmentów wiążących Fur w 
rejonie promotora, ale o niskim powinowactwie, a wiązanie 
Fur zachodziło przy stężeniach mikromolarnych [32,40-42] 
w porównaniu ze stężeniami nanomolarnymi w przypadku 
miejsc wiążących o wysokim powinowactwie. Mechanizm 
ten wyjaśnia stosunkowo dużą jak na białko regulatoro
we ilość kopii białka Fur, która w  fazie stacjonarnej sięga 
10000 cząsteczek przypadających na jedną komórkę [43], 
Powszechność białka Fur w cytoplazmie bakterii podykto
wana jest również znaczną liczbą genów znajdujących się 
pod jego wpływem  (>90), jak również potencjalną rolą tego 
białka jako czynnika buforującego poziom jonów żelaza. Ze 
względu na stałą powinowactwa represora do jonów Fe2+, 
wynoszącą ok. 10 pM  [19], która oscyluje w okolicach fizjo
logicznego stężenia wolnego żelaza w komórce, funkcja ta 
wydaje się być bardzo prawdopodobna.

Znane są również przykłady negatywnej regulacji po
średniej zachodzącej przy udziale białka Fur [4], W takich 
wypadkach represor Fur hamuje ekspresję innego regula
tora, który z kolei w pływ a na geny transportu żelaza do 
komórki. Przykładami tego typu czynników pozostających 
pod kontrolą Fur są regulatory syntezy i wykorzystania 
sideroforów AraC oraz alternatywne czynniki sigma po- 
limerazy RNA, umożliwiające transkrypcję wąskiej grupy 
genów. Połączenie mechanizmu negatywnej regulacji po
średniej i bezpośredniej przez represor Fur zaobserwowano 
w przypadku systemu kontroli pobierania przez komórki 
£. coli żelaza kompleksowanego przez cząsteczki kwasu 
cytrynowego. Taka forma jest powszechnie obecna w oso
czu i wykorzystywana przez patogenne szczepy E. coli jako 
potencjalne źródło żelaza. Geny fecABCDE tworzące jeden 
operon i kodujące białka systemu transportującego cytry
nian żelaza do cytoplazmy znajdują się pod kontrolą specy
ficznego dla nich czynnika sigma FecI należącego do typu 4 
dużej rodziny czynników sigma70. Zdolność wiązania się 
FecI do promotora i formowanie kompleksu transkrypcyj- 
nego w arunkow ane jest poziomem żelaza ze w zględu na 
obecność sekwencji nukleotydowej rozpoznawanej przez 
represor Fur w  obrębie promotora. Dodatkowo, ekspresja 
samego białka FecI kontrolowana jest również przez repre
sor Fur sprawiając, że kluczowy dla regulacji poziomu żela
za w ewnątrz komórki proces jego transportu jest podwójnie 
kontrolowany [44].

Niektóre bakterie nie są zdolne do syntezy hem u ze 
względu na brak pełnego szlaku biosyntezy tej cząsteczki. 
Dlatego też oprócz żelaza muszą one pobierać ze środo
wiska zewnętrznego pierścień porfirynowy. Mechanizm 
przyswajania żelaza oraz protoporfiryny IX w postaci hem u 
zidentyfikowany został u bakterii Porphyromonas gingivalis. 
Ekspresja genów hmuYR, których produkty białkowe od 
powiedzialne są za wiązanie i transport hemu do wnętrza 
komórki bakteryjnej, podobnie jak w przypadku poszcze
gólnych elementów szlaku przyswajania żelaza u E coli, jest
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zależna od poziomu żelaza w komórce bakteryjnej [45], Nie 
w iadom o jednak czy regulacja ekspresji tych genów jest 
zależna od białka Fur, gdyż w regionie promotora nie zna
leziono typowej sekwencji nukleotydowej rozpoznawanej 
przez białko Fur.

Białko Fur wydaje się być zaangażowane w regulację d u 
żej liczby genów nie tylko bezpośrednio związanych z po
zyskiwaniem żelaza. Zaobserwowano jego wpływ także na 
takie procesy komórkowe, jak odpowiedź na niskie pH śro
dowiska, obrona przed reaktywnymi formami tlenu, che- 
motaksja, bioluminescencja czy produkcja toksyn i innych 
czynników wirulencji. Przykładami produktów  ekspresji 
takich genów są: dysm utaza ponadtlenkowa SodA i SodB 
u E. coli [46], białka tolerancji na obniżone pF4 u Salmonella 
typhimurium [47], bakteryjne ferrytyny Bfr i Ftn oraz ako- 
nitaza AcnA z E. coli [48], W żadnym  z tych przypadków  
nie zidentyfikowano sekwencji nukleotydowej rozpozna
wanej przez Fur w  rejonach promotorowych. W ostatnich 
latach ukazało się wiele prac dotyczących mechanizmu 
pozytywnej regulacji niektórych genów przez kompleks 
Fur-Fe2+. Udowodniono, że ten typ regulacji jest uzależ
niony od funkcji małych cząsteczek RNA (sRNA) [46,49], 
Najdokładniej scharakteryzowanym sRNA tego typu jest 
RyhB z bakterii E. coli [50,51], Podobne cząsteczki odkryto 
również u szeregu innych gatunków, m.in. u Vibrio cholerne 
[22], Shigella flexneri [52], Anabaena sp. [53]. Analiza ekspresji 
genów u E. coli wykonana przy zastosowaniu mikromacie- 
rzy wykazała, że RyhB wpływa na poziom 18 transkryptów 
kodujących 56 białek [54], Ostatnio zidentyfikowanym od
powiednikiem cząsteczki RyhB u bakterii Neisseria menin
gitidis jest NrrF [55]. Cząsteczka ta nie wykazuje homologii 
w  sekwencji nukleotydowej w  stosunku do RyhB, pełniąc 
jednak analogiczne do niej funkcje. U P. aeruginosa gen ko
dujący funkcjonalny homolog cząsteczki RyhB uległ w  toku 
ewolucji podwojeniu. PrrFl i PrrF2 występują w genomie 
P. aeruginosa tandem owo powtórzone i są w ponad 95% ho
mologiczne do siebie. Dodatkowo, każdy gen poprzedzony 
jest odrębnym  promotorem, w  którym obecny jest region 
rozpoznaw any przez białko Fur [56], Ortolog i paralog czą
steczki RyhB, czyli RfrA i RfrB, wykryto również u bakterii 
z rodzaju Salmonella [57],

W rejonie promotora poprzedzającego gen kodujący czą
steczki RyhB obecny jest region „Fur box". W ten sposób 
poziom ekspresji tego genu jest regulowany bezpośrednio 
przez białko Fur i zależny od aktualnego poziomu żelaza 
w komórce. RyhB działa na poziomie potranskrypcyjnym 
poprzez wiązanie się do mRNA w rejonie sekwencji nukle
otydowej rozpoznawanej przez rybosom (RBS, ang. ribo
some binding site) oraz obniżanie stabilności transkryptów 
niektórych genów, takich jak: sodB, sdhC, fumA, bfr, których 
produkty  wykorzystują żelazo jako kofaktor. Wstrzymanie 
produkcji sRNA przez Fur prowadzi do spadku szybkości 
degradacji transkryptów, co w efekcie obserwowane jest 
jako pozytywna regulacja, pośrednio spowodowana dzia
łaniem białka Fur (Ryc. 4). Hamujący efekt sRNA na do
celowy mRNA zachodzi przy udziale zależnego od białek 
opiekuńczych oddziaływania między sRNA i mRNA [58], 
Hfq to małe (11,2 kDa) białko o właściwościach białka opie
kuńczego, występujące w postaci heksameru [59], które po 
raz pierwszy odkryto jako czynnik wymagany do replikacji
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Rycina 4. Schemat regulacji poziom u żelaza w  komórce bakteryjnej przy udziale 
białka Fur. sRNA, mały RNA; RyhB, mały RNA występujący w  bakteriach E. coli; 
frn, transkrypt ferrytyny.

faga Q(3 w bakteriach E. coli. Jego rola polega na stabiliza
cji kompleksu mRNA-sRNA poprzez ułatwienie przyjęcia 
określonej struktury przestrzennej poszczególnych cząste
czek RNA oraz ułatwienie parowania nukleotydów pomię
dzy nimi, które w wielu przypadkach nie są w  100% kom
plementarne [60], Formowanie trójskładnikowego kom
pleksu RyhB-mRNA-Hfq prowadzi w efekcie końcowym 
do degradacji mRNA przy udziale RNazy E [61,62]. RNaza 
E jest kluczową endorybonukleazą zaangażowaną w pro 
cesowanie i degradowanie komórkowego mRNA. Razem 
z kilkoma innymi białkami tworzy ona kompleks zwany 
degradosomem [63], Za formowanie kompleksu odpowie
dzialny jest region C-końcowy RNazy E. Badania nad m u
tantami pozbawionymi tego regionu wykazują obniżenie 
efektywności degradacji kompleksów mRNA, sugerując, 
że cały proces jest wieloetapowy i zależny od wzajemnego 
współdziałania poszczególnych składników [61].

Pomimo wykorzystywania żelaza jako kofaktora przez 
niektóre enzymy związane ze szlakiem syntezy nukleoty
dów, takich jak reduktaza rybonukleotydów oraz dehy- 
drataza dihydroksykwasów, ekspresja ich genów wydaje 
się być niezależna od białka Fur [64], W stanach niedoboru 
żelaza w środowisku synergistyczne działanie białka Fur 
oraz RyhB jest kluczowe zarówno dla pozyskania tego pier
wiastka z otoczenia, jak również skierowania jego zapasów 
w stronę najbardziej istotnych szlaków metabolicznych po
przez zahamowanie ekspresji genów kodujących mniej istot
ne białka, również korzystających z komórkowych zapasów 
żelaza. Szereg badań uwidacznia także rolę RyhB według 
zbliżonego mechanizmu w indukcji czynników wirulencji 
u wielu bakterii, w  tym u V. cholerne. Mutanty RyhB tej bak
terii wykazywały obniżoną zdolność do formowania biofil- 
m u oraz chemotaksji, chociaż dodanie żelaza do hodowli 
powodowało przywrócenie fenotypu charakterystycznego 
dla stanu wirulencji. Pokazuje to, że co praw da RyhB nie

jest niezbędny do indukcji markerów wirulencji, jednak w 
stanach niedoboru żelaza, jakie mają miejsce właśnie w or
ganizmie gospodarza, kieruje jego zapasy w kierunku pro
cesów tworzenia biofilmu i chemotaksji [22].

W ostatnim czasie pojawiły się doniesienia o bezpo
średnim działaniu białka Fur jako aktywatora transkrypcji. 
Mechanizm ten był niezależny od cząsteczki RyhB i ziden
tyfikowany został u bakterii N. meningitidis. Wykazano, że 
do efektywnej transkrypcji genów norB, pani oraz nuoA ko
nieczna jest obecność sekwencji rozpoznawanej przez biał
ko Fur w  rejonie promotora poprzedzającego te geny [65], 
Podobny efekt zaobserwowano u Mycobacterium tuberculosis 
w  przypadku białka IdeR, należącego do rodziny białek Fur, 
które zdolne było do aktywacji genu bfr, kodującego bakte- 
rioferrytynę [66]. Niewiele w iadomo o podobnych mecha
nizmach u innych gatunków bakterii, stąd trudno określić 
konkretną rolę białka Fur w procesie aktywacji bakteryjnej 
polimerazy RNA (RNAP), tym bardziej, że zarówno Fur z 
N. meningitidis, jak również z Mycobacterium są w istotnym 
stopniu homologiczne z pozostałymi przedstawicielami ro
dziny i nie posiadają w  swojej strukturze dom eny potencjal
nie zaangażowanej w  aktywację RNAP.

PODSUMOWANIE

Zdolność pozyskiwania żelaza jest jednym z podstaw o
wych elementów warunkujących patogenność mikroorga
nizmów. Ograniczona dostępność żelaza jest dla licznych 
bakterii chorobotwórczych sygnałem, iż znalazły się w or
ganizmie gospodarza. Konieczność kontroli szerokiej gamy 
genów związanych z przyswajaniem, magazynowaniem 
i dystrybucją żelaza, indukcją czynników wirulencji oraz 
ochroną przed reaktywnymi formami tlenu przez tylko 
jedno białko, wym usza na komórce wypracowanie mecha
nizmów pozwalających na m odulowanie aktywności repre- 
sora Fur. Liczne doniesienia pojawiające się w  prasie nauko
wej pozwalają określić funkcję białka Fur jako nadrzędnego 
czynnika regulującego procesy transkrypcji. Pomimo sto
sunkowo wysokiej homologii pomiędzy poszczególnymi 
przedstawicielami białek z rodziny Fur, mechanizmy dzia
łania u poszczególnych gatunków wydają się być różne i 
dostosowane do wym ogów stawianych organizmowi przez 
środowisko. Również w obrębie tego samego gatunku biał
ko Fur może działać w edług różnych modeli, pozwalając 
tym samym na bardzo precyzyjną kontrolę i zróżnicowanie 
poziomu ekspresji poszczególnych genów. Udowodniono, 
że szczegółowe poznanie podstawowych mechanizmów 
zachodzących w  żywych organizmach, a zwłaszcza tych, 
które są wykorzystywane przez bakterie chorobotwórcze, 
umożliwia opracowanie testów diagnostycznych oraz m e
tod zapobiegania chorobom oraz ich leczenia.
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Fluorescencyjne metody badania oligomeryzacji 
receptorów związanych z białkami G

STRESZCZENIE

Metody fluorescencyjne opierające się na zjawisku rezonansowego przeniesienia energii 
na odległość, stanowią obecnie szeroko stosowane narzędzie do badania procesów bio

logicznych, m.in. oddziaływań białek, w tym receptorów związanych z białkami G. Dzięki 
rozwojowi inżynierii molekularnej możliwe stało się badanie zjawiska oligomeryzacji recep
torów w  żywych komórkach, poprzez sprzęganie ich z białkami fluorescencyjnymi. Obecnie 
uważa się, że poznanie fizycznych oddziaływań receptorów może mieć ogromne znaczenie w  
opracowywaniu czynników terapeutycznych, ingerujących w subtelnie regulowany przekaz 
informacji w  poprzek błony komórkowej. Niniejsze opracowanie omawia techniki fluore
scencyjne stosowane w  badaniach oligomeryzacji receptorów błonowych. Badania porów
nawcze wskazują, że nawet stosunkowo prosta technika, jaką jest stacjonarna spektroskopia 
fluorescencji, pozwala na wyciągnięcie wniosków dotyczących oddziaływania receptorów. 
Natomiast metody bardziej zaawansowane, jak mikroskopia konfokalna i mikroskopia cza
sów życia fluorescencji, nie tylko dostarczają precyzyjnych informacji ilościowych, ale po
zwalają też na określenie lokalizacji wewnątrzkomórkowej badanych cząsteczek.

WPROWADZENIE

Receptory związane z białkami G (GPCRs, ang. G-Protein Coupled Receptor) 
należą do wielkiej rodziny białek błonowych, które mimo strukturalnego po
dobieństwa stanowią najbardziej zróżnicowaną funkcjonalnie grupę receptorów 
wiążącą rozmaite hormony, neurotransmitery i chemokiny. Receptory te poprzez 
oddziaływania ze specyficznymi trimerycznymi białkami G, sklasyfikowanymi 
w cztery podrodziny (Gs, G., Gq i G12), przekazują sygnały dochodzące do komó
rek na rozmaite enzymy efektorowe, takie jak m. in. cyklaza adenylowa czy fos- 
folipaza C, stymulując bądź hamując ich aktywność, co wpływa na wytworzenie 
we w nętrzu komórki przekaźników drugiego rzędu. Zainicjowane w ten sposób 
kaskady zdarzeń biochemicznych wpływają na metabolizm komórkowy oraz 
na ekspresję genów [1]. Od tego, jak funkcjonują GPCRs zależy, w jaki sposób 
sygnały dochodzące do komórek zostaną przez nie odebrane. Dlatego też zabu
rzenia w funkcjonowaniu GPCRs często prowadzą do poważnych schorzeń. W 
ośrodkowym układzie nerwowym  prawidłowe funkcjonowanie układów recep
torowych ma szczególnie istotne znaczenie — neurony i inne komórki mózgu 
komunikują się ze sobą za pomocą neurotransmiterów i neuromodulatorów, z 
których ogromna większość działa poprzez GPCRs [2], W obrębie ligandów tych 
receptorów znajduje się większość leków stosowanych w terapii schorzeń neu 
ropsychiatrycznych, podobnie — właśnie w tej grupie związków poszukuje się 
nowych substancji o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym, najlepiej takich, 
których selektywność działania byłaby największa.

Ostatnio pojawiły się doniesienia, że GPCRs mogą ze sobą oddziaływać i 
tworzyć homo- bądź heterooligomery w błonie komórkowej [1,3,4]. Jako hetero
oligomery1 — receptory te mogą funkcjonować nieco inaczej niż wtedy, gdy dzia
łają niezależnie od siebie, dlatego też możliwe jest wystąpienie dodatkowego 
— bardzo specyficznego — poziomu regulacji fizjologicznej i farmakologicznej. 
Zwłaszcza, że pary receptorów mogące tworzyć heterooligomery, nie zawsze są 
zlokalizowane na tych samych komórkach — stosując związki działające spe
cyficznie na poziomie heterooligomerów, można potencjalnie bardzo selektyw
nie regulować procesy przekazywania sygnału. Przykładowo, dla receptorów 
opioidowych 5 i k  zlokalizowanych w rdzeniu kręgowym i tam tworzących he
terooligomery, wykazano odmienną wrażliwość na specyficzne ligandy [5], co 
może mieć znaczenie w poszukiwaniu selektywnych leków przeciwbólowych. 
Z kolei dla opracowania nowych strategii leczenia choroby Parkinsona wielkie 
znaczenie może mieć specyficzność działania pewnych związków na poziomie 
heterooligomerów receptorów dopaminowych Dn-D, [6], N iedawno wykazano, 
że jednoczesna stymulacja receptorów dopaminowych Dj i D, (nasilająca tw o
rzenie heterooligomerów tych receptorów) prowadzi do aktywacji fosfolipazy
'W  św ie tle  o s ta tn ic h  o p ra c o w a ń , k w e s tią  n ie r o z s t rz y g n ię tą  p o z o s ta je  c z y  re c e p to ry  tw o rz ą  w  b ło n ie  k o m ó rk o w e j h e - 

t e ro d im e ry , cz y  te ż  b a rd z ie j  sk o m p lik o w a n y  u k ła d  h e te ro o lig o m e ró w , tz w . m o z a ik ę  re c e p to ró w  [3].
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C i wzrostu wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia, a nie 
regulacji poziomu cyklicznego AMP, co ma miejsce podczas 
oddzielnej stymulacji tych receptorów [7], Działanie far
makologiczne na poziomie heterooligomerów D,-D, może 
zapewniać selektywność efektów terapeutycznych, gdyż 
receptory te są zlokalizowane razem tylko na niewielkiej 
części mózgowych komórek nerwowych. Selektywność tę 
bardzo trudno osiągnąć w obrębie ligandów receptorów 
dopaminowych działających na ich monomery, ze wzglę
du na udział tych receptorów w regulacji wielu procesów 
w mózgu.

Oddziaływania między różnymi receptorami, nie tylko 
w obrębie tej samej klasy, ale także pomiędzy receptorami 
należącymi do odległych strukturalnie rodzin (jak np. re
ceptora NMDA czy GABAa, będących kanałami jonowymi
0 budowie podjednostkowej, z receptorami dopaminowy- 
mi, odpowiednio Dj i D_), występują dość powszechnie, 
choć mechanizm regulacji i znaczenie funkcjonalne tych od
działywań wciąż pozostają nieznane. Wiąże się to z faktem, 
że badania białek błonowych, w  tym  receptorów GPCRs, 
zakotwiczonych w mozaice białkowo-lipidowej, która na
wet u najprostszych organizmów jest złożoną i dynamiczną 
strukturą, stanowią duże wyzwanie. Istnieje kilka metod 
badawczych, które potwierdzają zachodzenie oligomeryza- 
cji receptorów GPCRs, m. in. immunoprecypitacja, Western 
błot (wymagające zastosowania lizy komórek i użycia prze
ciwciał) oraz metody wykorzystujące rezonansowe prze
niesienie energii na odległość (RET, ang. Resonance Energy 
Transfer). Jedynie wykorzystanie tego ostatniego zjawiska 
umożliwia prowadzenie badań w  układzie natywnym  i m o
nitorowanie oligomeryzacji GPCRs w żywych komórkach, 
zapewniając równocześnie wysoką rozdzielczość czasową
1 przestrzenną. Niniejsza praca traktuje o trzech głównych 
wariantach tej techniki wykorzystujących zjawisko fluore- 
scencji: stacjonarnej spektroskopii fluorescencyji, mikrosko
pii konfokalnej oraz mikroskopii czasów życia fluorescencji. 
Wiele aspektów przedstawiono na przykładzie badań oli
gomeryzacji receptorów dopaminowych, gdyż receptory te 
znajdują się w  obszarze zainteresowań Autorów niniejsze
go opracowania.

REZONANSOWE PRZENIESIENIE ENERGII

Rezonansowe przeniesienie energii na odległość, to zja
wisko przekazu energii wzbudzenia między cząsteczkami 
donora i akceptora w procesie bezpromienistym, odbywa
jącym się na zasadzie rezonansu, poprzez sprzężenie typu 
dipol-dipol. Warunkiem koniecznym do wystąpienia zjawi
ska RET jest częściowe nakładanie się w idm a emisji donora 
z widm em  absorpcji akceptora. Od wyboru donora energii 
zależy z jakim zjawiskiem mamy do czynienia. W przypad 
ku, gdy jest nim lucyferyna — substrat, który w wyniku utle
niania (katalizowanego poprzez enzym lucyferazę) generuje 
światło — mówimy o zjawisku bioluminescencyjnego rezo
nansowego przeniesienia energii na odległość (BRET, ang. 
Bioluminescence Resonance Energy Transfer) [4]. Natomiast, 
gdy funkcję donora pełni fluorofor wzbudzany światłem 
o odpowiedniej długości fali, mamy do czynienia z Fórste- 
rowskim rezonansowym przeniesieniem energii (FRET, ang. 
Forster Resonance Energy Transfer) [8], W obu przypadkach 
akceptorem energii wzbudzenia jest chromofor — najczę

ściej będący także fluoroforem. Wydajność przekazu energii 
(E) jest silnie zależna od odległości pomiędzy donorem  i ak
ceptorem (r) i w metodzie FRET opisuje ją zależność:

r ‘ + « 0‘ (1)

gdzie param etr R() — zwany odległością Forstera, jest wiel
kością charakterystyczną dla danej pary donor-akceptor, 
równą odległości, przy której wydajność transferu energii 
wynosi 50%. Wielkość ta zależna jest od takich czynników, 
jak: wydajność kw antow a fluorescencji donora (Qn), wza
jemna orientacja dipoli przejścia dla donora i akceptora (za
leżność tę określa współczynnik k ) ,  współczynnika załama
nia światła (n), jak również od stopnia nakładania widm a 
emisji donora i absorpcji akceptora określaną poprzez znor
malizowaną całkę nakładania w idm  (J). Odległość Forstera 
określana jest równaniem:

fl0= 9,79-I0ĵ ^ŻA[A] (2)

Pomiary przeniesienia energii umożliwiają śledzenie 
wielu zjawisk manifestujących się zmianą odległości po
między donorem a akceptorem energii. Stąd też technika ta 
doskonale nadaje się do badania oddziaływań m iędzy czą
steczkami. Zwykłe w takich doświadczeniach donor i ak
ceptor fluorescencji ulokowane są na dwóch różnych mole
kułach, co schematycznie przedstawiono na rycinie 1. Coraz

Rycina 1. Schemat eksperym entu FRET badania  zjawiska oligomeryzacji GPCRs. 
Receptory sprzężone z białkami fluorescencyjnymi CFP i YFP. W zbudzenie do 
nora (CFP) światłem  o długości fali 434 nm: (A) GPCRs nie oddziałują ze sobą — 
zjawisko FRET nie zachodzi, jedynie CFP em ituje światło (niebieskie); (B) GPCRs 
oligomeryzują ze sobą — zjawisko FRET zachodzi, in tensywność fluorescencji 
CFP maleje, pojawia się światło em itow ane przez YFP.
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powszechniej w tego typu doświadczeniach jako fluorofory 
w ykorzystywane są białka fluorescencyjne, w  szczególności 
gdy pomiary wykonywane są w żywych komórkach.

BIAŁKA FLUORESCENCYJNE W BADANIACH 
OLIGOMERYZACJI GPCR

Historia białek fluorescencyjnych (FP, ang. Fluorescent 
Protein) rozpoczęła się od odkrycia i wyizolowania z m e
duzy Aequorea Victoria zielonego białka fluorescencyjnego 
(GFP, ang. Green Fluorescent Protein), które po w zbudzeniu 
światłem fioletowym emituje zielone światło fluorescencji
[9], Poprzez w prowadzenie mutacji uzyskano szereg no
wych wariantów tego białka. Liczącą obecnie siedem klas, 
rodzinę FP stanowią białka o przesuniętych maksimach ab
sorpcji i emisji fluorescencji [10]. Jako narzędzie badawcze 
w prow adzono nie tylko odmiany emitujące fluorescencję 
w innym zakresie widma, jak niebiesko świecące BFP (ang. 
Blue Fluorescent Protein) czy żółte YFP (ang. Yellow Fluore
scent Protein), ale również stworzono w arianty tych białek o 
lepszych własnościach spektralnych, w  tym jasnoniebieskie 
ECFP (ang. Enhanced Cyan Fluorescent Protein), które posiada 
wyższą wydajność fluorescencji oraz większą fotostabilność
[10]. Udało się ponadto wyizolować z koralowca Discosoma 
białko DsRed (ang. Red Fluorescent Protein), którego widm o 
emisji jest przesunięte w kierunku fal dłuższych [11]. Po
nadto, z fluorescencyjnych koralowców emitujących jasno
niebieskie światło, Acropara sp., i pomarańczowo świecących 
Fungia concinna zebranych w pobliżu wysp Okinawa, uzy
skano odpowiednio białka nazwane MiCy (jap. Midori-ishi, 
ang. Cyan) oraz mKO (jap. Kusabira, ang. Orange) [12].

Metody inżynierii genetycznej umożliwiają tworzenie 
białek fuzyjnych, składających się z FP i badanego białka, 
które ulegają syntezie w wybranym  układzie żywym, takim 
jak np. eukariotyczna linia komórkowa HEK293. Dzięki 
spontanicznemu przybieraniu własności fluorescencyjnych 
przez FP możliwe jest określenie lokalizacji badanych mo
lekuł w komórce. Ponadto, własności spektralne białek flu
orescencyjnych, w  szczególności zakresy absorpcji i emisji 
poszczególnych wariantów GFP, umożliwiają ich wykorzy
stanie jako par donor-akceptor w  metodzie FRET. Daje to 
możliwość badania homo- i heterooligomeryzacji recepto
rów, a także ich oddziaływania z białkami G (Ryc. 2 i 3). 
Przy doborze pary fluoroforów trzeba pamiętać, że białka te 
powinny ulegać wydajnej syntezie w komórce, nie w yw ołu
jąc równocześnie efektów toksycznych [12-14], W badaniach 
FRET szczególnie istotna jest wysoka wydajność kwantowa 
donora i duży współczynnik absorpcji akceptora, a sygnał 
emisji fluorescencji powinien być znacznie większy od au- 
tofluorescencji komórek [10], dlatego też jedną z powszech
niej wykorzystywanych par donor-akceptor jest para ECFP- 
EYFP (ang. Enhanced Yellow Fluorescent Protein).

METODY FLUORESCENCYJNE Z 
WYKORZYSTANIEM ZJAWISKA FRET

STACJONARNA SPEKTROSKOPIA FLUORESCENCJI

Relatywnie prostą metodą pozwalającą na badanie od
działywań między cząsteczkami z wykorzystaniem  zjawi
ska FRET, jest stacjonarna spektroskopia fluorescencji, w 
której dokonuje się porównania w idm  dla układu donor-ak

ceptor i układów zawierających jedynie cząsteczki samego 
donora bądź akceptora. O występowaniu transferu energii 
pomiędzy fluoroforami świadczy pojawienie się fluorescen
cji charakterystycznej dla akceptora podczas wzbudzania 
jedynie donora. Zjawisko to ma tym  większe natężenie im 
większy jest spadek intensywności fluorescencji donora po 
w prow adzeniu do układu akceptora.

Specyficzność zastosowanej metody ilustruje przykład 
badania oddziaływań receptorów dopaminowych D] i D2 z 
odpowiednim i podjednostkami a  białek G [1]. Po uprzed 
nim  skonstruowaniu następujących białek fuzyjnych: D2- 
YFP, D^-YFP, a  -CFP, a.-CFP, potwierdzono doświadczal
nie oddziaływanie receptorów dopaminowych Dj i D2 z 
odpowiednim i podjednostkami a  białek G, co przedstawia 
rycina 2. W tym przypadku pomiary wykonane zostały w 
zawiesinie komórek. Zgodnie z teoretycznymi założeniami, 
otrzymane wyniki wskazują na oddziaływanie receptora 
dopaminowego D Ł z podjednostką a s (Ryc. 2A szara krzy
wa) oraz receptora dopaminowego D2 z podjednostką a. 
(Ryc. 2B szara krzywa). Przy w zbudzeniu donora, którym

Rycina 2. W idm a fluorescencji zawiesiny kom órek HEK293, w  których zachodzi 
synteza białek fuzyjnych: receptorów  dopam inow ych Dj, D, oraz podjednostek 
a s oraz a. białek G. (A) Komórki HEK293 kotransfekowane p lazm idam i kodują
cymi białka fuzyjne: D2-YFP i a s-CFP — krzyw a szara; Dj-YFPi a-C FP  — krzyw a 
czarna; (B) Komórki HEK293 kotransfekow ane plazm idam i kodującymi białka 
fuzyjne: D2-YFP i a -C F P  — krzyw a szara; D2-YFP i a s-CFP — krzyw a czarna. 
W zbudzenie fluorescencji przy 434 n m  (CFP).
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Rycina 3. W idm a fluorescencji dla m ieszaniny dw óch populacji komórek 
HEK293, w  każdej z nich obecne jest tylko jedno białko fuzyjne. (A) Komórki 
HEK293 transfekow ane plazm idem  kodującym i białko fuzyjne D^YFP zmiesza
ne z populacją kom órek transfekow anych plazm idem  kodującym  a s-CFP. (B) 
Komórki HEK293 transfekow ane plazm idem  kodującym i białko fuzyjne D2-YFP 
zmieszane z populacją kom órek transfekow anych plazm idem  kodującym  a  -CFP. 
Linia czarna, w zbudzenie przy 434 nm  (CFP); linia szara, w zbudzenie przy 475 
nm  (YFP).

w tym układzie było białko CFP, światłem o długości fali 
434 nm, można zaobserwować zmniejszenie intensywności 
fluorescencji donora (CFP) i pojawienie się emisji fluore
scencji akceptora (YFP). Ponieważ akceptor nie był w zbu
dzany bezpośrednio, to pojawienie się jego fluorescencji 
świadczy o wzbudzeniu akceptora w  wyniku przekazania 
energii, ilustrując tym samym oddziaływanie wyznakowa
nych molekuł.

W tego typu doświadczeniach konieczne staje się po
twierdzenie, czy obserwowany FRET jest rzeczywiście w y
nikiem oddziaływania badanych cząstek, czy też może być 
efektem np. przypadkowego zbliżenia fluoroforów. Dlate
go też kontrolą takiego eksperymentu jest przeprowadzenie 
analogicznego doświadczenia dla układu, w którym obecne 
są te same fluorofory, jednakże sprzężone z białkami, które 
nie oddziałują ze sobą. Rycina 2A przedstawia widm a flu
orescencji dla układu, w  którym znajduje się zarówno re
ceptor D t, jak i podjednostka a. i w takim przypadku nie 
dochodzi do przeniesienia energii po w zbudzeniu donora

(CFP) — obecne jest maksimum emisji przy 475nm, nato
miast nie pojawia się m aksimum przy 535nm, które świad
czyłoby o emisji fluorescencji przez akceptor (YFP). Z kolei 
z porównania w idm  na rycinie 2B można wnioskować, że 
faktycznie receptor dopaminowy D2 oddziałuje z podjed- 
nostką a. (maksimum emisji przy 535 nm; krzywa szara), a 
nie oddziałuje z podjednostką cy (krzywa czarna).

Kolejną ważną kontrolę stanowi układ, w którym oby
dw a fluorofory przyłączone do białek oddziałujących ze 
sobą obecne są w badanej próbce, ale nie w tej samej ko
mórce (jak to miało miejsce wyżej), lecz każdy z nich ule
ga syntezie w  oddzielnej populacji komórek (które zostały 
zmieszane ze sobą bezpośrednio przed pomiarem). Widma 
przedstawione na rycinie 3 wskazują, iż zjawisko FRET nie 
zachodzi w zawiesinie dwóch populacji komórek, z których 
jedna posiada podjednostkę a s-CFP, druga zaś receptor do
pam inow y Dj-YFP (Ryc. 3A), ani w  sytuacji obecności w 
osobnych populacjach komórek receptora D2-YFP i podjed- 
nostki a.-CFP (Ryc. 3B). Przy wzbudzeniu światłem o d łu 
gości fali 434 nm  w widmie obserwuje się maksim um  emi
sji charakterystyczne jedynie dla CFP (mimo że w badanej 
próbce obecne były oba białka fluorescencyjne). Podobnie, 
dla wzbudzenia falą 475 nm  można zaobserwować jedynie 
fluorescencję charakterystyczną dla YFP (Ryc. 3, krzywe 
czarne). Pomimo iż doświadczenia te jedynie potw ierdza
ją znany fakt oddziaływania receptorów dopaminowych 
z właściwymi typami białek G, stanowią one doskonały 
przykład, pokazujący specyficzność zastosowanej metody 
badawczej.

Ponieważ w komórkach transfekowanych genami ba
danych białek uzyskuje się znacznie wyższą ekspresję niż 
w tkance natywnej, tego typu podejście badawcze bywa 
krytykowane. W w arunkach takiej nadekspresji zjawisko 
FRET może zachodzić ze względu na niefizjologiczne za
gęszczenie białek. Przytoczony powyżej przykład pokazuje 
jednak, że zjawisko to rzeczywiście monitoruje fizjologiczne 
oddziaływania, gdyż w  tym samym układzie ekspresyjnym 
przy takim samym „zagęszczeniu" dochodzi do fizyczne
go kontaktu molekuł tylko dla specyficznie oddziałujących 
białek.

Mimo niewątpliwej zalety jaką jest łatwość wykonania 
pom iarów prowadzonych w zawiesinie komórek, w  przy 
padku niskiej intensywności fluorescencji donora czy też 
akceptora czułość metody spektrofotometrycznej może być 
zbyt mała, aby zaobserwować różnicę w emisji donora w 
układzie z akceptorem i bez niego. Czynnikiem wpływają
cym na intensywność fluorescencji jest stężenie fluorofora 
w próbce, podczas gdy w pomiarach z komórkami transfe- 
kowanymi przejściowo nie zawsze możliwe jest dokładne 
określenie ilości donora i akceptora, silnie zależne od w y 
dajności transfekcji oraz poziomu ekspresji genu białka re
ceptorowego sprzęgniętego z FP.

MIKROSKOPIA KONFOKALNA

Mikroskop konfokalny pozwala na obserwację struktury 
komórki poprzez zogniskowanie wiązki laserowej o odpo 
wiedniej długości fali w  niewielkiej objętości pojedynczej 
warstwy preparatu, a następnie detekcję fluorescencji z tego
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obszaru. Uzyskany w ten sposób obraz cechuje się wyższą 
rozdzielczością i lepszym kontrastem w porównaniu z ob
razem otrzym anym  w tradycyjnym mikroskopie fluore
scencyjnym. Dodatkową zaletą mikroskopu konfokalnego 
jest możliwość rejestrowania obrazów cienkich warstw pre
paratu na różnej głębokości, a uzyskane przekroje optyczne 
pozwalają w  efekcie na stworzenie trójwymiarowej projek
cji badanego obiektu.

Wysoka jakość uzyskiwanych obrazów w połączeniu z 
możliwościami projekcji 3D stanowiły dotychczas główne 
zalety mikroskopu konfokalnego. Jednakże w ostatnich 
latach nastąpił olbrzymi postęp w dziedzinie mikroskopii 
konfokalnej i obecnie, w  połączeniu z zaawansowanymi 
technikami analitycznymi, możliwa jest nie tylko wizuali
zacja molekuł w  pojedynczej komórce, ale również pomiar 
odległości między oddziałującymi cząsteczkami, czy też 
ocena ruchliwości wyznakowanych białek w obrębie ko
mórki. Techniki te opierają się głównie na możliwościach 
przeprowadzenia fotowybielania (ang. photobleaching), czyli 
destrukcji fluoroforów przy pomocy wiązki światła lasero
wego o dużej intensywności absorbowanej przez ten fluoro- 
for. Do technik, które najczęściej wykorzystuje się przy tego 
typu pomiarach z zastosowaniem mikroskopu konfokalne
go, należą m.in. FRAP (ang. Fluorescence Recovery After Pho- 
tobleaching) i FLIP (ang. Fluorescence Loss In Photobleaching) 
oraz, wspomniany wyżej, FRET [16-18].

Do oceny wydajności transferu energii przy użyciu mi
kroskopu konfokalnego, podobnie jak w przypadku stacjo
narnej spektroskopii fluorescencyjnej, konieczne jest okre
ślenie intensywności fluorescencji donora w obecności i 
nieobecności akceptora. Mimo to pomiar wykonywany jest 
na pojedynczym preparacie zawierającym zarówno donor, 
jak i akceptor fluorescencji. Po określeniu intensywności flu
orescencji donora w preparacie (Dpre), doprow adza się do 
fotowybielania akceptora, po czym ponownie mierzy się in
tensywność fluorescencji donora (D ). W tym przypadku, 
jeśli tylko zjawisko FRET zachodzi, intensywność fluore
scencji donora powinna być większa, a wydajność transferu 
energii (E) określić można korzystając z zależności:

D , -Dr-> p o s t p re

Dpost (3)

Liczne opracowania wskazują jednak na pewne ogra
niczenia mikroskopii konfokalnej, wynikające m.in. z pro
blemu fotoblaknięcia fluorofora, efektów fototoksycznych 
w komórce, czy autofluorescencji komórek [18-20], Z kolei 
fluktuacje termiczne próbki i obiektywu mogą stanowić 
źródło błędów przy pomiarach ilościowych. Mimo że ska
ningowy mikroskop konfokalny pozwala na badanie cien
kich przekrojów preparatu i zapewnia wysoką jakość otrzy
manego obrazu, to przy tego typu pomiarach nakładanie się 
w idm  emisyjnych CFP i YFP staje się problemem technicz
nym  znacznie utrudniającym interpretację wyników (tzw. 
efekt spectral bleed-through). Przy w zbudzeniu białka CFP 
(donora), w zbudza się także akceptor YFP, w konsekwencji 
fluorescencja akceptora (YFP) może być nie tylko wynikiem 
FRET, ale też bezpośredniego wzbudzenia YFP. Dodatko
wo, niewielka część fluorescencji zbieranej w zakresie emisji 
akceptora pochodzi od emisji donora (tzw. efekt cross-talk).

Wysokie stężenie akceptora skutkować może jeszcze jednym 
niekorzystnym efektem — tzw. efektem filtra wewnętrzne
go, gdzie chromofor ten, absorbując promieniowanie cha
rakterystyczne dla akceptora, zmniejsza obserwowane dla 
niego natężenie emisji fluorescencji [20].

Jednakże — mimo różnych zastrzeżeń — mikroskopia 
konfokalna jest obecnie szeroko stosowana nie tylko w  celu 
wizualizacji białek, ale również w  badaniach ich oligome- 
ryzacji. Zwłaszcza, że technika ta umożliwia obrazowanie 
zarówno na utrwalonych preparatach komórek oraz tka
nek wyznakowanych znacznikami fluorescencyjnymi, jak 
i obserwacje przyżyciowe. Odpowiednio dobrane zestawy 
filtrów pozwalają ograniczać niekorzystne efekty, ponadto 
przy interpretacji otrzymanych wyników stosuje się odpo
wiednie modele matematyczne i algorytmy „rozplątujące" 
sygnał od poszczególnych fluoroforów [21]. Wykorzystanie 
do w zbudzeń promieniowania z bliskiej podczerwieni, jak 
to ma miejsce w przypadku metody wzbudzenia wielofo- 
tonowego, pozwala na zmniejszenie szkodliwego wpływu 
promieniowania na komórki w porównaniu z klasyczną 
metodą jednofotonową opartą o promieniowanie UV [17].

MIKROSKOPIA CZASÓW ŻYCIA FLUORESCENCJI

Mikroskopia czasów życia fluorescencji FLM (ang. Flu- 
orescence Lifetime Microscopy) jest niezwykle czułą metodą, 
która pozwala badać oddziaływania między cząsteczkami 
zachodzące w pojedynczych, żywych komórkach. Fluore
scencja znaczników charakteryzowana jest nie tylko przez 
intensywność emisji fluorescencji, ale również przez cha
rakterystyczny czas jej życia. Jest on definiowany jako czas, 
w  którym intensywność fluorescencji zmniejsza się e-krot- 
nie (ok. 2,72 razy) i dla większości związków wykorzysty
wanych w badaniach biologicznych jest rzędu nanosekund
[22], Czas życia fluorescencji nie zależy od stężenia fluoro
fora oraz długości drogi optycznej, co stanowi niewątpliwą 
zaletę w porównaniu z metodami opartymi na pomiarach 
intensywności fluorescencji [22], Z drugiej strony, czas ten 
ulega skróceniu, gdy w  jego otoczeniu znajdzie się akceptor 
fluorescencji, dlatego też poprzez pomiar zmian czasu życia 
fluorescencji donora w obecności akceptora można śledzić 
proces przeniesienia energii.

Czasy życia fluorescencji można mierzyć w oparciu o 
technikę fazową, polegającą na w zbudzaniu próbki świa
tłem ciągłym o modulowanej intensywności, lub też techni
ką pojedynczego zliczania fotonów TCSPC (ang. Time-Cor- 
related Single Photon Counting). W drugiej z wymienionych 
technik, po w zbudzeniu fluorescencji impulsową wiązką 
światła (obecnie często jest to impulsowa dioda laserowa), 
rejestruje się zanik fluorescencji w czasie, I(t). Zanik taki ma 
charakter mono- lub multi- ekspotencjalny, opisany zależ
nością:

I ( t )  = Y j a ie ' r' (4)
/=1

gdzie: a -składowa am plituda dla czasu t=0, r  — składowa 
czasu życia fluorescencji.

Na podstawie uzyskanych wyników obliczany jest śred
ni czas życia fluorescencji:
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Wydajność FRET liczona ze średnich czasów życia do
nora w  nieobecności (xD) oraz w obecności akceptora ( tDA) 
wynosi:

Pomiary FRET przy użyciu m etody TCSPC pozwalają 
na obserwację oddziaływań receptorów w pojedynczych 
komórkach. Wykorzystując pomiary czasów życia fluore
scencji, potwierdzono heterooligomeryzację receptorów 
dopam inow ych w komórkach HEK293 kotransfekowanych 
plazm idam i Dj-YFP oraz D^-CFP [23] oraz homo- i hetero
oligomeryzację receptorów: adenozynowego A,a oraz sero- 
toninowego 5HT| X [24], a co równie ważne — pokazano i 
oszacowano wpływ  niektórych ligandów na ten proces.

Interpretacja zmian czasów życia fluorescencji donora, 
jako obraz zmian efektywności zjawiska FRET towarzyszą
cego tworzeniu oligomerów receptorów sprzężonych z biał
kami fluorescencyjnymi po związaniu liganda, spotyka się 
czasami z pewną krytyką. Postuluje się bowiem niekiedy, że 
obserwowane efekty mogą być wynikiem zmian konforma- 
cyjnych zachodzących w obrębie białka fuzyjnego receptor- 
FP, a pochodzenie tych zmian może być dwojakiego rodzaju. 
Po pierwsze, zmiany konformacyjne zachodzące w obrębie 
receptora po związaniu liganda, mogą propagować na białko 
fluorescencyjne, powodując zmianę wydajności kwantowej 
jego fluorescencji. Tym samym obserwowana zmiana czasu 
życia fluorescencji donora może być niezależna od bliskiej 
obecności akceptora. Po drugie, te same zmiany konforma
cyjne mogą powodować zmianę odległości pary donor-ak
ceptor i także prowadzić do zmiany czasu życia fluorescencji 
donora, niezależnie od stopnia oligomeryzacji receptorów.

Badając wpływ ligandów na proces oligomeryzacji recepto
rów, należy zatem najpierw przeprowadzić pomiar czasu życia 
fluorescencji donora w ich obecności, bez akceptora. Gdy uzy
skane wartości są równe tym, które mierzy się dla donora bez 
obecności liganda, oznacza to, iż obserwowana zmiana czasu 
życia fluorescencji donora w obecności akceptora nie jest spo
wodowana zmianami wydajności kwantowej donora wywoła
nymi przez przyłączenie się liganda do receptora, a jest wyni
kiem wpływu liganda na proces oligomeryzacji receptorów.

Druga ewentualność niepoprawnej interpretacji uzyskiwa
nych wyników byłaby możliwa, gdyby zmiany konformacyj
ne zachodzące w obrębie C-końcowej pętli receptora, do któ
rej przyłączone jest FP, były wystarczająco duże, aby zmienić 
wydajność przeniesienia energii. I tak np. dla pary receptorów 
dopaminowych DpD, wyznaczono wydajność przeniesienia 
energii na 3,73% [23] — biorąc pod uwagę tę wartość oraz zna
jąc odległość Forstera dla pary ECFP-EYFP (4,9 nm) i korzysta
jąc z zależności 1, można oszacować, iż odległość donor-akcep
tor w  nieobecności liganda wynosiłaby 8.42 nm.

W tym przypadku spodziewaną zmianę przeniesienia 
energii (AE) wywołaną zmianą konformacyjną można z ko
lei oszacować, korzystając ze wzoru:

A E  = r---------------- tz---- Ar
[l + ( r / R f ] R l  (7)

Szacowana zmiana AE bezpośrednio zależy od wielkości 
zmian konformacyjnych, które dla szeregu receptorów wy
noszą typowo ok. 0,1 nm i nie stwierdzono, aby były większe 
niż 0,2 nm  [25,26]. Przyjmując wartość maksymalną, obliczo
na zmiana przeniesienia energii towarzysząca temu proceso
wi wynosiłaby 0,51%. Jest to wartość znacznie mniejsza niż 
uzyskiwana zwykle w  badaniach oligomeryzacji receptorów, 
dlatego też można sądzić, iż to nie zmiany konformacyjne w 
obrębie receptorów po związaniu ligandów są źródłem ob
serwowanych zmian wydajności przeniesienia energii.

Mikroskopia czasów życia fluorescencji jest zatem bardzo 
cennym narzędziem  badawczym, aczkolwiek wymaga uży
cia kosztownej i zaawansowanej technicznie aparatury. Po
mimo całej gamy zalet wyżej wymienionej techniki, należy 
jednak pamiętać, iż m etoda ta wykorzystywana do pom ia
rów in vivo wym aga niezwykle restrykcyjnych warunków, 
m.in. stałej tem peratury i stabilnego źródła światła.

PODSUMOWANIE

Wszystkie trzy przedstawione techniki stosowane w pomia
rach zjawiska FRET są wysoce precyzyjne, trzeba jednak być 
świadomym słabszych stron każdej z nich i eliminować je po
przez odpowiedni dobór warunków doświadczenia. Mikrosko
pia czasów życia fluorescencji wydaje się najbardziej wiarygod
na w badaniach wydajności FRET, przede wszystkim z powodu 
niezależności czasu życia fluorescencji od stężenia fluoroforów, 
co znacznie ułatwia analizę uzyskanych rezultatów. Należy 
jednak zauważyć, że w  wielu przypadkach zarówno staqonar- 
na spektroskopia fluorescencji, mikroskopia czasów życia flu
orescencji, jak i mikroskopia konfokalna uzupełniają się i przy 
uważnym zaplanowaniu doświadczeń — potwierdzają wyniki 
uzyskane za pomocą każdej z tych metod z osobna. Należy za
znaczyć, że opisane badania mogą być prowadzone w układach 
modelowych in vitro, ale często stanowią uzupełnienie, a niejed
nokrotnie i wyjaśnienie wyników uzyskanych innymi technika
mi stosowanymi ex vivo lub in vivo.

Badania oligomeryzacji receptorów prowadzone in vitro 
mają jeszcze dodatkową zaletę — sprzęgając badane receptory 
z białkami fluorescencyjnymi, można równocześnie dokony
wać mutacji punktowych w obrębie tych receptorów. Mutacje 
te można wprowadzać w celu identyfikacji reszt aminokwa
sowych biorących udział w  samym procesie oligomeryzacji, 
albo też wprowadzać zmiany w tych miejscach, które znane 
są jako tzw. polimorfizmy receptorów (tym samym określić 
osobnicze różnice w funkcjonowaniu receptorów). Ponieważ 
często określone polimorfizmy zależne są od większej podat
ności na występowanie danego schorzenia (jak np. polimorfi
zmy w obrębie części kodującej receptor dopaminowy Dn — z 
podatnością na schizofrenię czy uzależnienia [27]) lub odmien
ną wrażliwością na terapię, dlatego też wydaje się, że badanie 
wpływu tych polimorfizmów na oligomeryzację receptorów 
może pomóc w zrozumieniu mechanizmów tych zjawisk. W 
efekcie może przyczynić się wkrótce do opracowania nowo
czesnych, bardzo specyficznych czynników terapeutycznych, 
które będą działać poprzez stymulację bądź hamowanie po-
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wstawania heterooligomerów w obrębie określonych recepto
rów błonowych.
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ABSTRACT
Fluorescence methods based on the resonance energy transfer phenomenon are currently extensively used to study biological processes, par
ticularly interactions of G-protein coupled receptors. The development of molecular engineering has made it feasible to produce fluorescently 
tagged fusion proteins, which constitute a model system for studies of receptors oligomerization. It is widely accepted, that physical interactions 
between receptors might be of great importance for development of potential therapeutic factors, which influence signal transduction across the 
membrane. Here, we report on a variety of fluorescence approaches commonly used to investigate receptors oligomerization. Comparative stu
dies reveal that even a relatively simple method, such as steady-state fluorescence spectroscopy could be useful in verifying receptor interactions. 
However, more sophisticated techniques as confocal microscopy and fluorescence lifetime microscopy not only provide quantifiable data of high  
relevance but also allow observations of dynamic processes in complex biological systems.
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Kilkuletnie starania o pozyskanie środków finansowych z funduszy strukturalnych UE w okre
sie 2004-2006 zakończyły się wielkim sukcesem Centrum Zaawansowanych Technologii 
„Biotechnologii, Informatyki Stosowanej i Medycyny - Kampus Ochota". W ramach pro
jektu Wyposażenie Laboratorium Obrazowania Biologicznego i Medycznego, koordynow
anego przez Instytut Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego, a realizowanego wspól
nie z Akademią Medyczną i Uniwersytetem Warszawskim, zrealizowane zostaną inwestycje 
aparaturowe o wartości ponad 15 milionów złotych. Jest to największy tego typu projekt reali
zowany w ramach SPO WKP 1.4 w Polsce.
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System Genome Sequencer FLX

Dłuższe odczyty 
sekwencjonowania 
to więcej aplikacji

Rok 2005, prem iera  system u G enom e Sequencer 20 

D ługość odczytu: 100 par zasad

■  20 m ilionów  par zasad w m niej niż 5 godzin

Rok 2007, prem iera system u G enom e Sequencer FLX 

Długość odczytu: 250-300 par zasad

■  100 m ilionów  par zasad w m niej niż 8 godzin

Rok 2008, udoskonalenie odczynników  do system u G enom e Sequencer FLX

■  D ługość odczytu: >400 par zasad

■  1 m iliard par zasad w m niej niż 24 godziny

Sekwencjonowanie poprzez syntezę: używając enzymatycznej 

reakcji, gdy pojedynczy nukleotyd zostaje wbudowany 

generowany jest sygnał świetlny. Setki tysięcy pojedynczych 

fragmentów DNA jest sekwencjonowanych jednocześnie.

Więcej aplikacji to więcej publikacji

U dow odnione działanie na  podstaw ie rosnącej listy aplikacji 

oraz ponad  200 dostępnych publikacji.

Dow iedz się więcej na  stronie www.genome-sequencing.com

Usługa sekw encjonow ania z użyciem  aparatu G enom e Sequencer FLX 

jest już dostępna w Polsce. Więcej szczegółów na stronie www.oligo.pl 
lub telefonicznie 022 592 24 19.
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