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Stres oksydacyjny

Odkrycie w koncu lat 60. ubiegtego stulecia dysmutazy ponadtlenkowej — enzymu, ktérego substratem jest wolny rodnik, rozbudzito ogromne zain-
teresowanie zagadnieniami powstawania, reakcji i biologicznych efektéw wolnych rodnikéw i innych reaktywnych pochodnych tlenu, a takze enzymami
usuwajgcymi reaktywne pochodne tlenu i nieenzymatycznymi przeciwutleniaczami. Te interdyscyplinarne z natury swojej badania angazuja biologéw,
chemikéw, fizykéw i lekarzy. Ich wyniki przedstawiane sa na zjazdach wielu towarzystw naukowych i publikowane w réznych czasopismach, jednak w
1982 powstato miedzynarodowe Towarzystwo Badarn Wolnych Rodnikéw (Society for Free Radical Research) skupiajace badaczy reaktywnych pochodnych
tlenu i antyoksydantow.

W czerwcu 1993 r. w Zwierzyricu miato miejsce pierwsze austriacko-polskie spotkanie bilateralne poswiecone tematyce wolnorodnikowej, zorganizowane
przez prof. Tomasza Biliriskiego i prof. Joerga Schaura. Na tym spotkaniu zapadta decyzja o utworzeniu Polskiej Sekcji Society for Free Radical Research,
ktérej pierwszym przewodniczacym zostat prof. T. Biliiski. Byta ona afiliowana przy Polskim Towarzystwie Biofizycznym. Kolejne sympozja tej sekcji Sekcji
SFRR, z bogatym udziatem wyktadowcéw zagranicznych odbywaty sie co dwa lata w todzi, a niestrudzong ich organizatorka i wieloletnig przewodniczaca
Polskiej Sekcji SFRR byta prof. Maria Bryszewska. Ostatnie sympozjum tej serii miato charakter konferencji ogélnoeuropejskiej (SFRR-Europe Summer
Meeting, £6dZ 2004).

Decyzja Europejskiej Sekcji SFRR zlikwidowano narodowe sekcje towarzystwa. (Obecnie kazdy badacz moze zosta¢ cztonkiem towarzystwa wypetniajac
deklaracje i wptacajac sktadke cztonkowska; odsytam do strony internetowej http://www.sfrr-europe.org/). Ta zmiana zakoriczyta sympozja Polskiej Sek-
cji SFRR i sprawita, ze ,,wolnorodnikowcy" zaczeli spotykac si¢ w ramach zjazdéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Sesje poswigcone tej tematyce
znajdowaty sie¢ w programie wigkszosci zjazdéw naszego Towarzystwa w ostatnich latach, a niektére z nich miaty charakter w petni miedzynarodowy, z
udziatem wielu wyktadowcéw zagranicznych i obradami w jezyku angielskim (Gdansk 2003, Biatystok 2006). Réwniez w programie tegorocznego, XLV
Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Wiéle, przewidziana jest sesja Biochemia przeciwutieniaczy, a tegoroczny zjazd Polskiego Towarzystwa
Biofizycznego (L6dZ, 28-30.1X.2010) przewiduje sesje Wolne rodniki w biologii i medycynie.

Duze zainteresowanie badawcze reaktywnymi pochodnymi form, tlenu i przeciwutleniaczami w naszym kraju byto bodZcem do pos$wigcenia tym zagad-
nieniom specjalnego numeru Postep6éw Biochemii w biezagcym roku. Co wigcej, sprawito ono, ze liczba zgtoszonych artykutéw przekroczyta ramy jednego
zeszytu i zamiast jednego, w roku 2010 ukaza si¢ dwa numery specjalne Postepéw (2 i 3). Zawiera¢ one beda artykuty zgrupowane w kilka cykli tem-
atycznych. W numerze 2 znajdg si¢ artykuty poswiecone mechanizmom dziatania reaktywnych pochodnych tlenu i oksydacyjnym uszkodzeniom biatek i
kwaséw nukleinowych (artykuty Gebickiej i wsp., Szuby iwsp., Gebickiego i wsp., Zaremby i wsp., Ptoszaja i wsp.), aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych
przez reaktywne pochodne tlenu (artykuty Florczyk i wsp., Stachurskiej i wsp.), mitochondriom jako Zrédtom reaktywnych pochodnych tlenu (artykuty
Lebiedzifskiej i wsp., Karachitosa i wsp.) oraz powstawaniu i roli reaktywnych pochodnych tlenu w roslinach (artykuty Szymanskiej i wsp., Rucinskiej-
Sobkowiak). Numer 3 zawiera¢ bedzie artykuty omawiajace fizjologiczne i patologiczne aspekty reakcji reaktywnych pochodnych tlenu (artykuty Nowaka
i wsp., Ksiazka, Jodko i Litwinienko), mechanizmy dziatania przeciwutleniaczy (artykuty Kowalewskiej i wsp., Muzolf-Panek i wsp., Stepier) oraz metalom
w aspekcie stresu oksydacyjnego (artykuty Lewandowskiej i wsp., Lipinskiego i wsp., Lenartowicz i wsp.).

Wszystkim Autorom bardzo dziekuje za trud wtozony w przygotowanie artykutéw, a Czytelnikom zycze przyjemnej lektury.

Grzegorz Bartosz
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Dr Zbigniew Dauter (Fot. 1), kry-
stalograf, specjalista w dziedzinie
wspoiczesnych probleméw biologii

Fot. 1. Dr Zbigniew Dauter z prof. Michatem Klei-
berem.

strukturalnej, otrzymat prestizowy
Medal im. Mikotaja Kopernika przy-
znawany przez Polskg Akademieg
Nauk. Dr Dauter pracuje w Argonne
National Laboratory koto Chicago,
dysponujacym najwiekszym zrodtem
synchrotronowym w USA. Jedno-
czesnie kieruje niezalezng grupg ba-
dawczg w National Cancer Institute.
Wczesniej wspotpracowat z kilkoma
najlepszymi naukowymi os$rodkami
zagranicznymi, tj. z Uniwersytetem
w Yorku w Wielkiej Brytanii, z o$rod-
kiem synchrotronowym EMBL w
Hamburgu, a nastepnie w Brookha-
ven w Stanach Zjednoczonych. Wy-
niki badan naukowych opublikowat
w ponad 270 artykutach, w tym 15 z
nich w ,Nature”, a Jego prace byty
cytowane ponad 10 tysiecy razy. Jego
badania wniosty znaczace wartosci
do rozwoju biologii strukturalnej,
m.in. metode halogenkowej derywa-
tyzacji krysztatéw biatek (zwanej me-
todag dauteryzacji). Profesor Andrzej
Legocki, ktéry wygtaszat laudacje
uzasadniajgca przyznanie Medalu,
przypomniat, ze w Pracowni dr Dau-
era wielu Polakéw odbyto staze na-
ukowe, a publikacje powstawaty przy
wspoétpracy z nimi. Dr Dauter jest cze-
stym gosciem spotkan naukowych w
Polsce (wg serwisu Nauka w Polsce).

Zachetg dla miodziezy do rozwija-
nia zainteresowan i pogtebiania wie-
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dzy z zakresu fascynujacej dziedziny,
jakgjest biochemia stat sie KONKURS
BIOCHEMICZNY adresowany do
mtodziezy licealnej. | edycja Kon-
kursu odbyta sie 26 marca 2010 r. w
Lublinie (Fot. 2-5). Organizatorem
konkursu byto Il Liceum Ogdlno-
ksztatcgce im. Unii Lubelskiej w
Lublinie, patronat merytoryczny nad
konkursem objat Wydziat Biologii i
Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Pa-
tronat honorowy objeto Polskie To-
warzystwo Biochemiczne.

Konkurs spotkat sie z ogrom-
nym zainteresowaniem nauczycieli
i ucznidéw ze srodowiska woj. Lubel-
skiego. Do konkursu zgtosito sie 195

KRAJOWE

111 LO w Putawach, | LO w Radzyniu
Podlaskim, 1 LO w Swidniku, 1 LO i
I LO w Zamosciu). Konkurs zostat
przeprowadzony w formie pisemnej
(pytania testowe, schematy i cykle
do uzupetnienia i opisania, tabele do
uzupetnienia, wzory strukturalne do
rozpoznania, oraz pytania opisowe) i
swoim zakresem obejmowat miedzy
innymi budowe i charakterystyke
wybranych bioczasteczek metaboli-
zmu pierwotnego i wtérnego, podsta-
wowe szlaki biochemiczne, wspétza-
lezno$¢ procesow metabolicznych na
poziomie komarki i catego organizmu
oraz wybrane zagadnienia z genetyki
molekularnej. Wszystkie pytania zo-
staty opracowane przez Pana mgr Ta-
deusza Walczynskiego, nauczyciela

Fot. 3. Szczes$liwe twarze uczniéw po skoficzeniu konkursu.

uczniow z 12 szkét ponad gimnazjal-
nych z wojewddztwa lubelskiego (I
LO, Il LO, V LO, IX LO oraz XXI LO
w Lublinie, I LO w Chetmie, | LO i

chemii w IlIl LO
w Lublinie i réw-
noczesnie stu-
denta V-go roku
biologii, specjal-
no$¢ biochemia
na UMCS oraz
przez cztonkéw
Rady Nauko-
wej  Konkursu,
ktéra  tworzyli
naukowcy z Uni-
wersytetu  Marii
Curie-Sktodow-
skiej w Lublinie:
prof. Teresa Ja-
kubowicz, kie-
rownik Zaktadu
Immunologii
Bezkregowcow,
dr hab. Krzysz-
tof Grzywno-
wicz, profesor
nadzwyczajny w
Zaktadzie Bio-
chemii, oraz dr
hab. Anna Ja-
rosz-Wilkotazka,
adiunkt w Za-
ktadzie Bioche-
mii. W przerwie
poprzedzajacej
ogtoszenie wyni-
kéw, uczestnicy mieli mozliwo$¢ wy-
stuchania wyktadu Pani dr hab. Anny
Jarosz-Wilkotazkiej pt.: ,,0d grzybni
do ... klebka — mozliwo$¢ wykorzystania
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Fot. 4. Wreczenie dyplomoéw przez Dyrektora 11l LO w Lublinie oraz przez cztonkéw
Rady Naukowej Konkursu.

barwnikéw grzybowych". Prezydium
komisji oceniajacej (dr hab. Krzysztof
Grzywnowicz, dr hab. Anna Jarosz-
Wilkotazka) na podstawie uzyska-
nych wynikéw, wytonito laureatow.
Nagrody (1-3 miejsca) w postaci atrak-
cyjnych wydawnictw ksigzkowych o
tacznej wartos$ci ok. 1100 zt, otrzymali:
I miejsce — Krzysztof Grzechnik z |
LO w Lublinie, Il miejsce —Ewelina
Rybak z | LO w Putawach, Il miej-
sce — Maciej Mrowie¢ z | LO w Pu-
tawach. Wyréznienia —od 1 do V do-
stali: | wyrdznienie — Anna Pastucha
z Il LO w Lublinie, Il wyr6znienie —
Joanna Krupka z | LO w Putawach, Il
wyroznienie —Sara Janowska z | LO
w Putawach, IV wyréznienie — Ana-
stazja Gtadysz z | LO w Swidniku,
V wyréznienie — Paulina Gomoéika
z Il LO w Lublinie. Fundatorami na-
grod byli: Dziekan Wydziatu Biologii

Sigma-Aldrich
oraz Lecznica
dla zwierzat
CHIRON WET
w Lublinie.
Zwyciezcom
gratulujemy,
poniewaz udo-
wodnili, ze na-
prawde znaja
biochemie, a
fundatorom
dziekujemy za
ufundowanie
atrakcyjnych
nagréd. Gorace
podziekowania
nalezg sie row-
niez studentom ostatnich lat wydziatu
BiNoZ UMCS, ktérzy uczestniczyli w
pracach komisji oceniajacej. W przy-
sztym roku planowana jest kolejna
edycja konkursu. Serdecznie zapra-
szamy! (opracowanie: Anna Jarosz-
Wilkotazka —UMCS Lublin, Tadeusz

Walczynski — 111 LO w Lublinie).
Staze w laboratorium bioche-

micznym dla studentéw i ab-

solwentéw (uczestnicy projektu

»Laboratorium biotechnologicz-
ne w praktyce — stymulowanie
przedsiebiorczosci akademickiej
w obszarze life science') bedg mo-
gty odby¢ sie w Innowacyjnym-
Wdrozeniowym Laboratorium Bio-
technologii i Ochrony Srodowiska
(Pomorski Park Naukowo-Techno-
logiczny). Z czterotygodniowego
stazu —odby-

Fot. 5. Studenci ostatnich lat Wydziatu BiNoZ w czasie sprawdzania prac uczniow.

i Nauk o Ziemi UMCS, prof. dr hab.
Anna Tukiendorf; Oddziat Lubelski
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego; Oddziat Lubelski Polskiego
Towarzystwa Chemicznego; Firma
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wajacego sie
w 4 cyklach
— bedzie mo-
gto skorzystac
¥ po 8 studen-
téw lub absol-
wentow nauk
przyrodni-
| czych. Zajecia
przygotowa-
no dla 3 grup
studenckich
i 1 grupy ab-
solwentow.
Aktualny ter-
min zgtoszen
dwoch pierwszych edycji minagt 15
maja, a dla dwdch kolejnych edycji
trwa do 15sierpniai 10 grudnia. Sta-
ze studenckie odbedg sie na przeto-

mie czerwca i lipca oraz we wrze-
$niu, a grupa absolwentow bedzie
uczyta sie w pazdzierniku. Ostatni
staz potrwa od polowy stycznia
do potowy lutego 2011 r. W kazdej
grupie uczestnicy zapoznajg sie z
praktycznymi aspektami pracy w
laboratorium biotechnologicznym i
dowiedzg sie, jak stosowac niektore
rozwigzana technologiczne i anali-
tyczne w przemysle, a takze jakie sg
ekonomiczne aspekty realizacji pro-
jektow. Uczestnicy stazow zdobeda
wiedze na temat wdrazania wyni-
kow badan w praktyce i ich komer-
cjalizacji i praktyczne umiejetnosci.
Poznajg rowniez zasady funkcjono-
wania laboratorium: od zaprojekto-
wania doswiadczenia, poprzez sa-
modzielne wykonanie, az do anali-
zy wynikéw. W ramach seminariow
stazys$ci poznajg podstawy ochrony
witasnosci intelektualnej, mozliwo-
§ci finansowania projektow wdro-
zeniowych, dowiedzg sie, jakie sg
zrodta informacji patentowej. Pod-
czas zaje¢ praktycznych w labora-
torium kazdy uczestnik wybierze
jedng ze ,Sciezek", w ktérej chciat-
by przeprowadzi¢ badania. Stazysci
moga wybiera¢ m.in. sposrod dzie-
dzin takich jak: oczyszczanie biatek
rekombinowanych; prowadzenie
kultur tkankowych: roS$linnych i
zwierzecych w warunkach in vitro;
diagnostyka molekularna oparta o
analize DNA przy uzyciu techniki
PCR; klonowanie genéw do ukta-
déw ekspresyjnych w celu uzyska-
nia heterologicznego biatka. Osoby
zainteresowane ta formga zaje¢ po-
winny pobra¢ ze strony www.ppnt.
gdynia.pl i wypeini¢ formularz
zgtoszeniowy, a nastepnie wystac
go na jeden z adresow mailowych
wskazanych przez organizatorow.
Szczego6towe informacje na temat
projektu sg dostepne na stronie:
www.pppnt.gdynia.pl. (wg serwisu
Nauka w Polsce).

Kilkanascie o0s6b odebrato 19
kwietnia 2010 r. ,,to6dzkie Eureka"
— prestizowe wyrdznienia, popu-
laryzujace dziatalno$é tédzkich na-
ukowcdw i twoércéw, a przyznawane
za wybitne osiggniecia naukowe,
artystyczne i techniczne. Uroczystos$¢
wreczenia nagréd odbyta sie podczas
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inauguracji X Festiwalu Nauki, Tech-
niki i Sztuki w Filharmonii tddzkiej.
Tegorocznymi laureatami zostali:

— prof, dr hab. Wlodzimierz Bed-
narek, dr Dorota Sobczynhska, dr
Agnieszka Sierpowska-Bartosik, mgr
Julian Sitarek z Wydziatu Fizyki i In-
formatyki Stosowanej, Uniwersytetu
todzkiego za ,,Obserwacje i mode-
lowanie emisji gamma ze zrodet ko-
smicznych”. Naukowcy otrzymali
Nagrode Ministra Nauki i Szkolnic-
twa Wyzszego w 2009 r.;

— mgr inz. Damian Krzesimow-
ski, dr hab.

»,iN-OUT-side" w ramach Sound Scre-
en Festival w Bydgoszczy za utwor
»Re-cykl 11"; 11l nagrode za kompo-
zycie ,unhum” w Il Miedzynarodo-
wym Konkursie Kompozytorskim im.
G. Bacewicz; Il nagrode za utwor ,Li-
$cie” w 50 Konkursie Mtodych Kom-
pozytoréw im. Tadeusza Bairda.

— prof, dr hab. Marian Mikotaj-
czyk z Centrum Badan Molekular-
nych i Makromolekularnych PAN,
ktéry otrzymat Miedzynarodowa
Nagrode im. Arbuzovych'2009 przy-
znang przez Prezydenta Republiki

Polske podczas konkursu organizo-
wanego przez ministerstwo edukagqi
Indonezji i Gubernatora wyspy Bali.
W konferencji uczestniczyt prezydent
Europejskiego Towarzystwa Fizyczne-
go prof. dr hab. Maciej Kolwas. Ztotym
medalistag w kategorii ,fizyka" zostat
Jakub Polewka z Chorzowa. Liceali-
sta zbadat efekt zwany kieszenig po-
wietrzng. Zaobserwowat, Zze podczas
dmuchania na powierzchnie wody
strumieniem powietrza powstaje w
niej dotek. Przygotowujac projekt wy-
konat duzo doswiadczen. Wykorzystat
do nich sprzet laboratoryjny, a takze

Zygmunt
Ciota, prof,
dr hab. An-
drzej Na-
pieralski
z Katedry
Mikroelek-
troniki i
Technik
Informa-
tycznych
Politechni-
ki Lodzkiej
za ,,System
monito-
rowania
postepu
leczenia
udarow
mozgu na

. A ——c—

po dsta- Fot. 6. Laureaci miedzynarodowego konkursu dla mtodziezy z fizyki z wizyta na Bali.

wie anali-

zy gtosu".

Wymienione osoby otrzymaty zioty
medal i Grand Prix na Miedzynaro-
dowej Wystawie Wynalazkéw Brus-
sels Innova 2009, w Brukseli;

— prof, dr hab. Edward Rybicki,
dr inz. Edyta Matyjas-Zgondek, mgr
inz. Anna Bacciarelli z Instytutu Ar-
chitektury Tekstyliow, Politechniki
todzkiej za , Tekstylia wykonczone
nanosrebrem”, ktéra to praca zostala
nagrodzona ztotym medalem na tar-
gach wynalazkdw International Trade
Fair for Technological Innovation Eu-
reka, Bruksela 2009;

—dr hab. Dariusz Kaca z ASP, na-
grodzony na 6. Miedzynarodowym
Festiwalu Grafiki Artystycznej w Evo-
ra (Portugalia) w 2009 r.;

— mgr Artur Zagajewski z Kate-
dry Kompozycji Akademii Muzycz-
nej w todzi im. G. i K. Bacewiczow
za nagrode w Konkursie Tworczosci
Audiowizualnej i Elektroakustycznej
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Tatarstanu w uznaniu wybitnych
osiggnie¢ w rozwoju badan chemii
fosforu;

—dr inz. Zdzistaw Czaplicki z Od-
dziatu £ddzkiego Instytutu Widkien
Naturalnych i Ros$lin Zielarskich za
~Wysoko skuteczne kompozytowe
widkniny filtracyjne z weglem aktyw-
nym". Wynalazek zaprezentowano w
2009 r. na wystawach w Warszawie,
Brukseli, Taipei i Seulu i na wszyst-
kich uzyskat ztote medale (wg serwi-
su Nauka w Polsce).

Medale i wyro6znienia przywiezli
mitodzi Polacy z XVII Miedzynarodo-
wej Konferencji Miodych Naukow-
cow (ICYS 2010), ktoéra odbyta sie w
dniach 12-17 kwietnia w Indonezji.
Grupa Twoércza Quark (Fot. 6) pra-
cowni Patacu Mtodziezy w Katowi-
cach, pod opieka fizyka Urszuli Woz-
nikowskiej-Bezak, reprezentowata

przedmioty co-
dziennego uzyt-
ku, takie jak su-
szarka do wto-
sow i lejek ku-
chenny. Srebrny
medal w Kkate-

gorii  ,ekologia
— fizyka $rodo-
wiska" zdoby-

ta llona Grzyb
-z Bolestawca.
Zajeta sie ter-
momoderniza-
Cjg - sposobami
redukcji  kosz-
téw ocieplania
i efektu cieplar-
' nianego. W tej
samej kategorii
braz wywal-
czyta Aleksan-
dra Ksigzek z
Debicy,  ktorej
prezentacja nosi tytut ,Zaréwkowa
(rewolucja". W kategorii ,,fizyka in-
zynieryjna" brazowy medal zdobyli
Bartosz Moczala i Pawet Smieja z Wo-
dzistawia, ktoérzy zajeli sie bezprze-
wodowym przesytaniem energii elek-
trycznej. Poza tym, wyrdéznienia spe-
cjalne odebrali: Tomasz Kumor z Kato-
wic (Fizyka tazienkowa: btona i banki
mydlane), Mateusz Gorecki z Katowic
(Pomiary sit aerodynamicznych pro-
filu lotniczego skrzydta), Wioleta Ku-
czera z Rybnika (Anemometr) oraz
Jakub Lubomirski z Wielunia (Zero-
emisyjne technologie wegla — co zro-
bi¢ z CO,). W konferencji uczestniczyli
pracownicy Patacu Mtodziezy w Kato-
wicach: fizyk Anna Kazura i informa-
tyk Adam Pucia. W pracach jury brata
udziat prof. dr hab. Krystyna Kolwas
z PAN (wg serwisu Nauka w Polsce).

pod redakcjg Teresy Wesotowskiej
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PROFESOR ZOFIA MARTA ZIELINSKA OBCHODZI

SZANOWNI PANSTWO,

W tym roku Pani profesor Zofia
Zielinska obchodzi swoje dziewiec-
dziesigte piagte urodziny. Czytelni-
kom ,Postepdw Biochemii" przypo-

95-TE URODZINY

minamy, ze od 1947 r. do przejscia
na emeryture w 1986 r. Pani profe-
sor Zielinska pracowata w Instytucie
Biologii DosSwiadczalnej im. Marce-
lego Nenckiego poczatkowo w to-
dzi, a od jesieni 1955 r. w Warsza-
wie. W Instytucie otrzymata stopien
naukowy i stanowisko docenta, a
takze tytut profesora nadzwyczajne-
go nauk przyrodniczych w 1966 r. i
profesora zwyczajnego w 1972 r. Od
roku 1971 byta dtugoletnim kierow-
nikiem Zaktadu Biochemii Komoérki.
Na szczeg6lne podkre$lenie zastu-
guje dziatalno$¢ Pani profesor Zofii
Zielinskiej w Polskim Towarzystwie
Biochemicznym, ktérego cztonkiem
zwyczajnym jest od 1958 r., a hono-
rowym od 1983 r. Od 1959 r. uczest-
niczyta w pracach najpierw Zarzadu
Oddziatu Warszawskiego, nastep-
nie Zarzadu Gldwnego, bedac ko-
lejno Sekretarzem, Wiceprezesem i
przez dwie kadencje Prezesem tego
Towarzystwa, a takze przez szereg
lat peinomocnikiem Zarzadu Gtow-
nego ds. wydawniczych. W okresie
1973-2000 byta Redaktorem Na-

czelnym kwartalnika ,,Postepy Bio-
chemii" a do dzi$ jest Redaktorem
Seniorem naszego czasopisma. Pod
redakcjg Pani profesor Zofii Zielin-
skiej ukazato sie 28 tomow kwartal-
nika. Précz artykutow monograficz-
nych z réznych dziedzin biochemii i
biologii molekularnej w ,,Postepach
Biochemii" publikowano zbiory re-
gut polskiego stownictwa bioche-
micznego, recenzje ksigzek, liczne
materiaty biograficzne i sprawozda-
nia. Jej osobistemu zaangazowaniu
i zyczliwej pomocy mitodym i star-
szym autorom w pisaniu artykutow,
»Postepy Biochemii" zawdzieczajg
swoj wysoki poziom i range nauko-
w3g. Swojg pracg Pani profesor Zofia
Zielinska przyczynita sie do ksztat-
cenia polskich biochemikéw i bio-
logéw, dla ktorych jest wcigz nie-
podwazalnym autorytetem w wielu
kwestiach lingwistycznych.

Zdrowia i uSémiechu,

zyczg Koledzy i Przyjaciele z Re-
dakcji ,,Postepéw Biochemii"

V Il Konferencja im. Jakuba Karola Parnasa

Kolejna, VIl Konferencja im. Parnasa odbedzie sie w dniach 27-31 sierpnia 2011 r. w Warszawie. Gtéwnymi
organizatorami Konferencji sa Polskie Towarzystwo Biochemiczne, Ukrainskie Towarzystwo Biochemiczne
oraz, po raz pierwszy, lzraelskie Towarzystwo Biochemii i Biologii Molekularnej. W organizacji Konferencji
uczestnicza réwniez Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Miedzynarodowy Instytut
Biologii Molekularnej i Komdérkowej, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN oraz Wydziat Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego. Patronat nad Konferencja objeli Radostaw Sikorski, Minister Spraw Zagranicznych i prof.
Barbara Kudrycka, Minister Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Przewodniczagcym Komitetu Naukowego jest
prof. Andrzej Dzugaj, prezes PTBioch, zas Komitetowi Organizacyjnemu przewodniczy doc. Maria Jolanta

Redowicz, sekretarz Towarzystwa.

W skitad Komitetu Naukowego wchodza przedstawiciele kazdego z Towarzystw. Strone izraelska reprezentuja
prof. Michael Eisenbach (prezes lIzraelskiego Towarzystwa), prof. Shimon Schuldiner i prof. Orna Elroy-
Stein, strone Ukrainskg prof. Serhiy Komisarenko (prezes Ukrainskiego Towarzystwa), prof. Ganna Elska i
prof. Sergey Kosterin, za$ strone Polskg prof. Leszek Kaczmarek, prof. Jacek Kuznicki i prof. Maciej Zylicz.
Udziat w Konferencji potwierdzito dwoje noblistéw, prof. Ada Yonath i prof. Aaron Ciechanover. Planowane

sa nastepujace sesje naukowe: I.
ments oraz Protein structure and function); II.

Protein structure (podsesje: Transporters in adaptation to hostile environ-
Regulation of gene expression (podsesje: Expression control

via non-coding RNA, Bioinformatics for gene expression i Gene expression and brain disease); Ill. Calcium
in signaling; IV. Guidance mechanisms of cells; V. Post-transcriptional regulation. W programie Konferencji
przewidziane jest réwniez Forum Mtodych, integrujagce miodych badaczy z Izraela, Ukrainy i Polski.

Zapraszamy Panstwa do uczestnictwa w Konferencji. Wkrotce uruchomiona zostanie strona Konferencji,
prosze $ledzi¢ strone PTBioch — www.ptbioch.edu.pl.
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Nadtlenoazotyn jako czynnik
wywotujacy stres oksydacyjny

STRESZCZENIE

adtlenoazotyn tworzacy sie itt vivo w warunkach stresu oksydacyjnego, w kontrolo-

wanej dyfuzyjnie reakcji miedzy 'NO i 0 2%, jest silnym utleniaczem i czynnikiem
nitrujgcym. Uwaza sie, ze moze przyczynia¢ sie do rozwoju wielu chor6b takich jak: cu-
krzyca, schorzenia kardiologiczne czy neurodegeneracyjne. Do tej pory poznano kilka fi-
zjologicznych drog detoksyfikacji nadtlenoazotynu. Do naturalnych katalizatoréw rozktadu
nadtlenoazotynu nalezag miedzy innymi peroksyredoksyny, katalaza, niektére peroksydazy,
methemoglobina i metmioglobina. Prowadzi sie réwniez badania nad syntetycznymi zwigz-
kami skutecznymi w ostabianiu toksycznego dziatania nadtlenoazotynu. Obiecujgce wyniki
otrzymano dla Mn(Il), Mn(l11) i Fe(ll1)-porfiryn.

WEASCIWOSCI CHEMICZNE NADTLENOAZOTYNU

W zywych organizmach zachowana jest rwnowaga pomiedzy produkcjg a
usuwaniem tak zwanych reaktywnych form tlenu i azotu. Réwnowaga ta zostaje
naruszona w warunkach stresu oksydacyjnego. Wtedy na skutek odpowiedzi
immunologicznej, miedzy innymi makrofagéw, nastepuje wzmozona produkcja
tlenku azotu (*NO) oraz anionorodnika ponadtlenkowego (02°). Mimo, ze te
dwa rodniki generalnie nie sg zbyt reaktywne, reagujg ze soba ze statg szybkosci
kontrolowang dyfuzyjnie (3,8-19,0) x 109M 'V 1[1-5], dajac indywiduum nierod-
nikowe ONOO" (reakcja 1)

'NO +02 - ONOO- ()

Anion ten jestw rownowadze ze swojg formg sprotonowang, kwasem nadtle-
noazotawym. Terminem ,nadtlenoazotyn" okre$la sie, bedgce ze sobg w réwno-
wadze, obie formy: ONOO/ONOOH [6] (reakcja 2):

ONOO +H+ ONOOH, pK =6.8 [4] 2

W 1990 roku Beckman i wspotpracownicy stwierdzili, ze nadtlenoazotyn po-
wstaje w stanach zapalnych, podczas zwigkszonego tempa wewngtrzkomorko-
wej produkcji tlenku azotu i anionorodnika ponadtlenkowego [7]. Oszacowano,
ze podczas gdy w warunkach fizjologicznych udziat 0 2~ w reakcji tworzenia
nadtlenoazotynu w stosunku do reakcji jego dysmutacji przez dysmutaze po-
nadtlenkowg (SOD) wynosi 1:125, w warunkach patologicznych stosunek ten
zmienia sie drastycznie i moze wynosi¢ nawet 8:1 [8].

Nadtlenoazotyn jest silnym utleniaczem, mogacym utlenia¢ czasteczki za-
rowno na drodze jednoelektronowej [E°(ONOOH, H+/'N 02 HAj] = 1.6+0.1 V,
jak i dwuelektronowej [E°(ONOOH, HH#N 02, Hz20)] = 1.3£0.1 V [9]. Reaktyw-
no$¢ nadtlenoazotynu jest ztozona i bardzo silnie zalezy od pH. Anion nadtle-
noazotawy (ONOO-) w nieobecnosci substratow jest stosunkowo trwaty iulega
powolnemu rozktadowi do azotynu i tlenu [10]. Natomiast kwas nadtlenoazo-
tawy (ONOOH) jest nietrwaty i szybko izomeryzuje do azotanu, (kHA=12s1
w 25°C [9]. Wraz ze spadkiem wartosci pH rosnie udziat formy ONOOH, a w
konsekwencji wzrasta szybko$¢ izomeryzacji nadtlenoazotynu.

Uwaza sie, ze czasteczka ONOOH ulega homolizie z rozerwaniem wigzania
0 -0 tworzac pare rodnikowga: 'OH, *N02 zamknietg w swoistej klatce, otoczonej
czasteczkami wody. Para *OH/*N02moze nastepnie dyfundowac na zewngtrz
klatki (co zachodzi w ok. 30% przypadkéw) lub bezposrednio rekombinowa¢ do
N 03 (tej reakcji ulega ok. 70% par rodnikowych) (reakcja 3) [11].

70% NO, + H'

homoliza

ONOOH =——= [ONO----OH] T @)

30% = NO, + OH
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Nadtlenoazotyn reaguje z ditlenkiem wegla(lV) (C02 ze
stalg szybkosci 58><104M 'V 1w temperaturze 37°C [12]. Ze
wzgledu na wysokie stezenie C02(1,3-1,5 mM) w komor-
kach i ptynach pozakomdrkowych jest on jednym z najwaz-
niejszych in vivo substratéw dla nadtlenoazotynu. Nietrwa-
tym produktem tej reakcji jest addukt ONOOCO,", ktéry
ulega rozktadowi do azotanu i CO,, cze$ciowo z wytworze-
niem produktéw rodnikowych: CO," i'NO, (reakcja 4).

+ CO, / A

ONOO =——=0NO00CO0, =—=[ONO """ OC( ) |

@)
- W

Wydajno$¢ tworzenia rodnikow podczas rozpadu ONO-
OCO," jest dyskutowana. Wiekszo$¢ dosSwiadczen wskazuje
na to, ze addukt nadtlenoazotynu z CO, w okoto 65% roz-
pada sie bezposrednio do NOy i C02 natomiast w 35% do
rodnikéw C03i 'NO, [13].

REAKCJE NADTLENOAZOTYNU ZE
ZWIAZKAMI BIOLOGICZNIE WAZNYMI

Reakcje, w ktorych uczestniczy nadtlenoazotyn mozna
podzieli¢ na trzy grupy: [11]:
bezposrednie reakcje redoks,
reakcje z C02
reakcje poprzez rodnikowe produkty rozktadu ONOOH
(*OH/'N02iONOOCOyY ('N02C 03").

Nadtlenoazotyn oraz produkty posrednie jego izomeryzacji
lub reakcji z CO, moga utlenia¢ rézne zwigzki chemiczne. W
przypadku bezposredniego utleniania czasteczek przez nad-
tlenoazotyn reakcja jest pierwszego rzedu zarowno wzgledem
nadtlenoazotynu, jak i substratu, zas w drugim przypadku eta-
pem limitujgcym szybko$¢ reakqi jest przeksztatcenie nadtle-
noazotynu w formy bogatsze energetycznie, pare rodnikowg
('"OH/'N 02 lub, w obecnosci C02 pare rodnikowg (C03™"/
‘NO,). Tak wiec reakcja jest pierwszego rzedu wzgledem nad-
tlenoazotynu i zerowego rzedu wzgledem substratu [14].

Bioragc pod uwage stezenia in vivo ré6znych bioczasteczek
i state szybkosci ich reakcji z ONOO"/ONOOH, szacuje sig,
ze w komédrce nadtlenoazotyn reaguje przede wszystkim
z biatkami oraz z CO,. Niskoczasteczkowe antyoksydanty
majg niewielki udziat w reakcjach nadtlenoazotynu. Zniko-
ma cze$¢ nadtlenoazotynu (ok. 1%) izomeryzuje z utworze-
niem rodnikéw 'OH i 'NO, [15].

Bezposrednie reakcje nadtlenoazotynu z biatkami doty-
cza tylko trzech reszt aminokwasowych: cysteiny, metioni-
ny i tryptofanu. State szybkosci reakcji ONOO'/ONOOH
z tymi resztami aminokwasowymi wynoszg odpowiednio
4,5x1031,7-1,8x1020raz 37,0 M 'V 1w pH 7,4i3TC [16]. Inne
reszty aminokwasowe (przede wszystkim reszty tyrozyny,
fenyloalaniny, histydyny) sa modyfikowane przez produk-
ty rodnikowe rozktadu nadtlenoazotynu: 'OH/'NO, lub
C03"/’'N0, w obecnosci COz Konsekwencja tych reakcji
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jest utlenienie, nitrowanie (reszty tyrozyny itryptofanu) lub
nitrozowanie reszt aminokwasowych (reszta cysteiny) [15].

Produktami dwuelektronowego utlenienia reszty cy-
steiny i innych zwigzkéw holowych (jak np. glutation czy
albumina) przez nadtlenoazotyn sg odpowiednie zwiazki
disiarczkowe [17]. Powstawanie wigzan disiarczkowych
moze by¢ istotnym mechanizmem inaktywacji wielu enzy-
mow, np. kinazy kreatynowej, dehydrogenazy alkoholowej,
ATPazy wapniowej, hydroksylazy: tyrozyny i tryptofanu,
fosfatazy tyrozynowej czy akonitazy [18]. Reakcja nadtle-
noazotynu z grupami tiolowymi moze réwniez prowadzi¢
do wytworzenia S-nitrotioli (RSNO,) oraz S-nitrozotioli
(RSNO) [18]. Nadtlenoazotyn moze réwniez utleniac tiole
jednoelektronowo, przez produkty rodnikowe swego roz-
ktadu COH/'NO,). Woéwczas produktem przejSciowym re-
akcji sg odpowiednie rodniki tiylowe (RS") [19].

Nadtlenoazotyn utlenia metioning zaréwno w procesach
jedno-, jak i dwuelektronowych [20]. Jednoelektronowe
utlenienie metioniny prowadzi do fragmentacji aminokwa-
su i wydzielenia etylenu. W wyniku dwuelektronowego
utlenienia powstaje sulfotlenek metioniny (MetSO). Mo-
dyfikacje reszt metioniny w wyniku reakcji z nadtlenoazo-
tynem prowadza do inaktywacji niektorych biatek i enzy-
moéw, np.: a-l-antyproteinazy, kalmoduliny, czy syntetazy
glutaminy u Escherischia coli [21]

Charakterystyczng reakcjg dla nadtlenoazotynu jest ni-
trowanie tyrozyny. Przez dtugi czas nitrowanie reszt tyro-
zylowych biatek uwazano za swoisty marker aktywnosci
nadtlenoazotynu in vivo. Pdzniejsze doswiadczenia wyka-
zaly jednak, ze nitrowanie tyrozyny moze zachodzi¢ bez
udziatem nadtlenoazotynu. Stwierdzono tworzenie sie
3-nitrotyrozyny podczas utlenienia NOy do 'NO, w obecnosci
HD 2w reakcjach katalizowanych przez r6zne enzymy (gtow-
nie peroksydazy hemowe) [22], Nitrowanie reszty tyrozyny
obserwowano réwniez w innej reakcji katalizowanej przez
mieloperoksydaze. Enzym ten w obecnosci HD, utlenia jony
CI" do HOC1, ktory reagujac z NOy tworzy chlorek nitrylu
(NO,CI), zwigzek wykazujacy silne whasciwosci nitrujace [23].

Reszta tyrozyny nie reaguje bezposrednio z nadtlenoazo-
tynem, lecz z rodnikowymi produktami jego rozktadu w nie-
obecnosci iw obecnosci CO,: 'OH, C03",'NO,. [24]. Wydajnos¢
nitrowania reszty tyrozyny przez nadtlenoazotyn jest wieksza
w obecnosci CO, [25,26]. Rodniki C 03" reagujg z resztg tyrozy-
ny poprzez oderwanie wodoru z grupy hydroksylowej, nato-
miast w odrdznieniu od rodnikéw 'OH, nie przytgczaja sie do
pierScienia aromatycznego. Stad tez, moze powstawac wiecej
rodnikow tyrozylowych, ktére nastepnie ulegng rekombinacji
z ‘NO, tworzac nitrotyrozyne. Co prawda rodniki 'NO, row-
niez reagujg z reszta tyrozyny poprzez oderwanie atomu wo-
doru z grupy hydroksylowej, jednak stata szybkosci tej reakcji
jest 2-3 rzedy wielko$ci mniejsza od statej szybkoSci reakcji
rodnikéw 'OH czy C03~[13]. Nitrowanie tyrozyny moze pro-
wadzi¢ do dysfunkcji wielu biatek i enzymdw. Stwierdzono,
ze nitrowanie tyrozyny hamuje aktywno$¢ m.in. Mn-dysmu-
tazy ponadtlenkowej, hydroksylazy tyrozynowej, cytochromu
P450, syntazy prostacykliny, reduktazy rybonukleotydowej
czy syntetazy glutaminy [18]. Ponadto wbudowanie duzej
przestrzennie grupy NO, do reszty tyrozyny moze wywo-
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tywac steryczne i elektronowe zaburzenie, a to z kolei moze
wptywaé na funkcje reszty tyrozyny w reakcjach przeniesienia
elektronu i utrzymaniu struktury biatek [15].

Reszta tryptofanu reaguje bezposrednio z nadtlenoazoty-
nem, lecz moze by¢ ré6wniez modyfikowana przez rodniko-
we produkty jego rozktadu [15]. Wydajnos¢ nitrowania tryp-
tofanu, jak i powstawania rodnikéw tryptofanowych zdecy-
dowanie wzrasta w obecnosci C 02[27]. Reszty nitrotryptofa-
nowe zidentyfikowano in vitrow Cu, Zn-SOD, mioglobinie i
hemoglobinie poddanych dziataniu nadtlenoazotynu [28,29].

Nadtlenoazotyn modyfikuje DNA poprzez reakcje nitrowa-
nia i utleniania, przy czym gtéwnym celem ataku jest deoksy-
guanina (dG). Reakcja izolowanego DNA zONOO*/ONOOH
prowadzi do utworzenia 8-oksoguaniny oraz 8-nitroguaniny,
z ktorych ta ostatnia jest specyficznym markerem aktywnosci
nadtlenoazotynu w DNA [30]. Stwierdzono, ze inne zwigzKki
0 charakterze nitrujgcym, jak HN03 C(N024 oraz czastecz-
ki uwalniajgce ‘NO nie tworzg 8-nitroguaniny w reakcjach z
DNA. Obecnos¢ CO, w uktadzie zwieksza (okoto 6-krotnie)
tworzenie sie 8-nitroguaniny. Potraktowanie plazmidowego
DNA nadtlenoazotynem o matym stezeniu (1 pM) powoduje
rozerwanie pojedynczej nici DNA [31]. Stwierdzono, ze do-
datek CO, hamuje rozciecie nici DNA, co sugeruje, ze za jej
uszkodzenie odpowiedzialny jest ONOOH [32], Indukowane
przez nadtlenoazotyn pekniecia nici DNA aktywujg enzym
naprawczy, syntaze poli(ADP)-rybozy (PARS). Nadmierna
aktywacja PARS moze prowadzi¢ do szybkiego zuzycia NAD+
1ATP, a w konsekwencji do zaburzenia funkcji komorki i jej
$mierci na drodze apoptozy, badz nekrozy [33],

Wykazano, ze nadtlenoazotyn moze inicjowa¢ wolnorod-
nikowe utlenianie lipidow, co w rezultacie prowadzi do po-
wstania wodoronadtlenkow lipidéw, dienow, aldehydow, a
nawet znitrowanych kwaséw ttuszczowych [34], Obecnos¢
CO, hamuje nitrowanie i utlenianie kwasu linoleinowego
przez nadtlenoazotyn [35].

Powstawanie nadtlenoazotynu w stanach zapalnych
wigze sie z licznymi uszkodzeniami tkanek. Nadtlenoazo-
tyn modyfikuje czasteczki odpowiedzialne za prawidtowe
funkcjonowanie komorek, zaburzajgc tym samym komor-
kowag homeostaze. Postuluje sie udziat nadtlenoazotynu
w przebiegu wielu chordb takich jak: cukrzyca, schorzenia
kardiologiczne czy neurodegeneracyjne [36,37],

DETOKSYFIKACJA NADTLENOAZOTYNU

Z uwagi na cytotoksyczne dziatanie nadtlenoazotynu
trwaja badania nad poszukiwaniem zwigzkéw o dziataniu
detoksyfikujacym ONOO /ONOOH. Zwigzki takie powin-
ny posiada¢ nastepujace wiasciwosci: (i) reagowaé na tyle
szybko z nadtlenoazotynem, aby ten nie zdazyt przereago-
wacé z wazng biologicznie ,tarczg" (iloczyn statej szybkosci
reakcji nadtlenoazotynu ze zmiataczem i stezenia zmiatacza
powinien by¢ wyraznie wiekszy od iloczynu statej szybko-
Sci reakcji nadtlenoazotynu z ,tarczg" ijej stezenia w danym
przedziale komérkowym), (ii) reakcja powinna mie¢ charak-
ter katalityczny, (iii) produkty powstate w wyniku tej reakcji
nie powinny by¢ toksyczne [37], Posrod zwigzkéw wystepu-
jacych naturalnie w organizmach takimi wasciwosciami cha-
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rakteryzujg sie katalaza [38], peroksydazy hemowe [39,40],
peroksydaza glutationowa (zawierajgca selen) [41], metmio-
globina, methemoglobina [42] oraz peroksyredoksyny [43].
Te ostatnie, z uwagi na ich duze state szybkosci reakcji z nad-
tlenoazotynem oraz stosunkowo duze lokalne stezenia, sg
postrzegane jako najbardziej efektywne naturalne zmiatacze
nadtlenoazotynu poznane do tej pory [44].

Prowadzi sie rowniez badania nad syntetycznymi zwigz-
kami ktére mozna by zastosowa¢ w celu wzmocnienia detok-
syfikacji nadtlenoazotynu. Stwierdzono, ze Mn(lIl) i Mn(ll),
Fe(ll1)-porfiryny sg efektywne w zmiataniu nadtlenoazotynu,
przy czym w przypadku porfiryn manganowych w cyklu ka-
talitycznym muszg jeszcze uczestniczy¢ reduktanty, na przy-
ktad kwas askorbinowy lub glutation [44], Innym syntetycz-
nym zwigzkiem zmiatajgcym katalitycznie nadtlenoazotyn in
vitro jest ebselen, selenoorganiczny zwigzek rozpuszczalny w
lipidach, wykazujacy aktywnos$¢ peroksydazy glutationowe;j.
Jednakze in vivo tworzy on addukty z tiolami i jego wysoka
reaktywnos$¢ z nadtlenoazotynem jest watpliwa [37],

PODSUMOWANIE

Nadtlenoazotyn tworzy sie w stresie oksydacyjnym i jest
odpowiedzialny za uszkodzenia réznych zwigzkéw waz-
nych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu, co w
konsekwencji moze prowadzi¢ do rozwoju wielu chorob. W
zwigzku z tym prowadzone sg intensywne badania nie tyl-
ko nad poznaniem fizjologicznych drég detoksyfikacji nad-
tlenoazotynu lecz réwniez nad syntetycznymi zwigzkami
ostabiajagcymi toksyczne dziatanie nadtlenoazotynu.
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ABSTRACT

Peroxynitrite which is formed itt vivo under oxidative stress in a diffusion-controlled reaction between 'NO and O/' is a strong oxidizing and
nitrating agent. It has been suggested that peroxynitrite is involved in the development of a variety of pathological conditions including diabetes,
cardiovascular and neurodegenerative disorders. Several physiological routes for peroxynitrite decomposition have been found up to date. Among
natural catalytical scavengers of peroxynitrite are peroxiredoxins, catalase, some peroxidases, methemoglobin and myoglobin. Reactions with syn-
thetic peroxynitrite scavengers have been also studied. Successful results have been obtained for Mn(l1), Mn(111) and Fe(ll1)-porphyrin.
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Modyfikacje strukturalne biatek
wywotane przez tlenek azotu

STRESZCZENIE

d mniej wiecej dwdch dekad wiadomo, ze tlenek azotu reguluje wiele czynnosci zy-

ciowych tak zwierzat, jak i roélin. Lista proceséw regulowanych przez NO stale sie
rozszerza, powoli tez zaczynamy rozumie¢ mechanizmy dziatania tej niewielkiej czasteczki.
Tlenek azotu moze dziata¢ poprzez addycje do jonéw metali przejSciowych, ktére sg ko-
faktorami biatek; w ten sposéb zmienia aktywnos$¢ cytoplazmatycznej cyklazy guanylo-
wej. Ostatnio coraz czesciej sa jednak badane bezposrednie modyfikacje strukturalne reszt
aminokwasow wchodzacych w skiad tancuchow polipeptydowych. Szczegdlne znaczenie
przypisuje sie modyfikacjom reszt cysteiny (S-nitrozylacja) oraz tyrozyny (nitracja), ktore
zaczynajg by¢ postrzegane jako modyfikacje o znaczeniu sygnatowym. Wiadomo, ze zmie-
niajg one aktywnosci licznych biatek. W niniejszej pracy dyskutujemy, na ile modyfikacje
te spetniajag warunki, ktére pozwolityby uzna¢ je za modyfikacje o znaczeniu sygnatowym
oraz przedstawiamy dostepne metody ich analizy i identyfikacji modyfikowanych biatek.

WPROWADZENIE

Jako sktadnik dymu papierosowego czy tez spalin samochodowych tlenek
azotu dziata niekorzystnie na organizmy zywe, powodujgc liczne uszkodzenia
DNA, biatek i lipidow. Od dtuzszego czasu wiadomo jednak, ze jest on uwiktany
w regulacje wielu proceséw biologicznych [1], Przetomem w badaniach NO oka-
zaty sie analizy, w ktérych wykazano jego udzial w procesie relaksacji naczyn
krwiono$nych. Za owo osiagniecie przyznano w roku w 1998 roku Nagrode No-
bla w zakresie fizjologii i medycyny. Rok ten okazat sie rowniez przetomowy w
badaniach roli NO w ros$linach; wykazano bowiem wtedy, ze NO uczestniczy w
reakcjach obronnych roslin na infekcje patogenng [2,3]. Obecny stan wiedzy po-
zwala stwierdzi¢, ze NO wptywa na sygnalizacje neuronalng, procesy tworzenia
pamieci i uczenia sie [4], procesy immunologiczne [5] i apoptoze [6], U roslin re-
guluje tak rézne procesy, jak otwieranie aparatéw szparkowych [7], odpowiedz
grawitropowg [8] czy kietkowanie nasion [9], Petni istotng role w programowa-
nej $mierci komérek (PCD) [10], jest waznym elementem szlakéw sygnatowych,
czesto krzyzujacych sie ze szlakami sygnalizacji hormonalnej [7,10]. Mozna po-
wiedzieé, ze u roslin funkcjonuje, do pewnego stopnia, jako drugi, obok etylenu,
gazowy hormon roslinny.

WEASCIWOSCI TLENKU AZOTU

Tlenek azotu to niewielka i silnie reaktywna czasteczka o charakterze
rodnika o czasie potrwania rzedu 6 s. Moze penetrowac¢ btony biologicz-
ne i dziata¢ nawet na stosunkowo duzych odlegtosciach. NO tatwo reagu-
je z akceptorami i donorami elektronéw. Moze wystepowaé w trzech for-
mach: rodnika (NO*), anionu (NO') oraz kationu (NO+ [11,12], W obec-
nosci tlenu tworzy znacznie bardziej toksyczny ditlenek azotu (2NO* +
0 7— 2N 02, natomiast w roztworach wodnych zazwyczaj ulega utlenieniu do
azotynu (4NO* + 0 2+ 2HD -)» 4H++ 4 NOy) [13].

Jego dziatanie ochronne wynika miedzy innymi z reakcji z reaktywnymi for-
mami tlenu (RFT), zwtaszcza z rodnikiem hydroksylowym (NO* + OH* —%HNO.,).
Jest to jedna z wielu reakcji miedzy RFA i RFT, w ktorych uczestniczy NO (wiecej
informacji w [14]). Jedng z wazniejszych biologicznie jest reakcja z anionorodni-
kiem ponadtlenkowym, prowadzgca do powstania nadtlenoazotynu: NO* + Oy*
— ONOOQO", ktéry moze uczestniczy¢ m.in. w generacji nitrotyrozyny. Produktami
dziatalnosci tlenku azotu sg réwniez S-nitrozotiole, ktére powstajg poprzez addy-
cje NO do grupy tiolowej -SH lub w reakcji z azotynami alkilowymi:

RSH + NO+-» RSNO + H+

RS-+ RONO RSNO +RO.
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stwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego PBZ-
KBN-110/P04/2004, N N301 164435 dla PW.
Czeé¢ z nich byta réwniez finansowana w ra-
mach Polskiej Sieci ,,Mobilitas.pl".
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W badaniach udzialu NO w procesach biologicznych
uzywane sg zwykle donory NO — zwiazki, ktére uwal-
niaja tlenek azotu do roztworu. Najczesciej substancje te
uwalniajg forme rodnikowg NO*, ale na rynku dostepne sg
rowniez donory uwalniajgce pozostate formy redoks tlen-
ku azotu, np. powszechnie uzywany nitroprusydek sodu
uwalniajgcy NO+ Czesto wykorzystywane sg rowniez sub-
stancje usuwajace tlenek azotu. Wsrdd nich nalezy wymie-
ni¢c  2-(4-karboksyfenylo)-4,4,5,5-tetrametyloimidazolino-
I-oksylo-3-tlenek) (cPTIO), [15,16] oraz biekit metyleno-
wy [17]. Wykorzystywane sg rowniez zwiazki, ktére maja
wptyw na biosynteze NO, takie jak inhibitory syntazy
tlenku azotu (NOS) L-NGmonometyloarginina (L-NMMA)
oraz ingerujg w szlaki sygnatowe zwigzane z NO, takie jak
inhibitor cytoplazmatycznej cyklazy guanylowej (cGC),
I-H-(1,2,4)-oksadiazolo[4,3,a]-chinoksalin-l-on (ODQ) czy
tez pochodne cGMP, ktdre nie ulegajg hydrolizie, np. 8-Br-
cGMP.

JAK MOZE DZIALAC TLENEK AZOTU

Tlenek azotu moze dziata¢ na organizmy zywe na kilka
réznych sposobdw. Jednym z najwazniejszych, niemniej nie
omawianych tutaj blizej, jest modulacja funkcjonowania
wtdrnych przekaznikow sygnalizacji komorkowej. Gtow-
nym mechanizmem jest regulacja aktywnosci cGC. Enzym
ten jest silnie aktywowany przez addycje NO do zelaza za-
wartego w hemie, czego skutkiem jest wzmozona produk-
cjacGMP, a w $lad za tym aktywacja wielu szlakow sygna-
towych uruchamianych przez cykliczng ADP-ryboze czy
zmiany stezenia Ca2+[3]. Aktywacja cyklazy guanylanowej
ma swoj udziat np. w procesie relaksacji naczyn krwiono-
snych u zwierzat, a prawdopodobnie takze w odpowiedzi
grawitropowej u ro$lin [18],

Tlenek azotu moze wigzaé sie rowniez z innymi jonami
metali przejsciowych, ktére petnig role kofaktoréw bia-
tek. Moze by¢ to jon zelaza w przypadku hemoglobin, ale
rowniez jony miedzi, np. w oksydazie cytochromu c, oraz
cynku w domenach biatkowych zawierajgcych palce cynko-
we. Takze i w tych przypadkach przytgczenie sie NO moze
zmieniaé aktywnos$¢ biatek (wiecej informacji: [14]).

MODYFIKACJE POTRANSLACYJNE
WYWOLANE PRZEZ TLENEK AZOTU

Innym sposobem dziatania NO sg reakcje z resztami ami-
nokwasowymi tancucha polipeptydowego, ktére prowadzg
do powstania swoistych modyfikacji potranslacyjnych ami-
nokwasOw, najczesciej reszt histydyny, tyrozyny, tryptofa-
nu, metioniny lub cysteiny. W wigkszos$ci przypadkéw do
modyfikacji dochodzi w warunkach stresu nitrozacyjnego,
a produktami moga by¢ np. modyfikacje reszt cysteiny:
RSO H (x=1,3), RSSR', RSNO, RSNOz RS(0)SR', RS(0)NH?2
RS(OXYNHR', RCH=S. Wiegkszos¢ z nich wptywa szkodliwie
na funkcjonowanie biatek. Szczeg6lng role wydaje sie od-
grywac S-nitrozylacja (RSNO), ktora jest traktowana jako
modyfikacja o charakterze sygnatowym. Z kolei jedng z naj-
lepiej poznanych modyfikacji tyrozyny jest nitracja [19], Te
dwie wyszczegdlnione modyfikacje oméwimy tu doktad-
niej, wraz z metodami wykorzystywanymi w ich analizie, a
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takze zastanowimy sie, czy rzeczywiscie mozna traktowac
je jako sygnaty komérkowe?

S-NITROZYLACIJA

Addycja grupy NO zaréwno do wolnej cysteiny, jak i do
reszt cysteiny w tancuchu polipeptydowym, prowadzi do
powstania S-nitrozocysteiny (CysNO). S-nitrozylacja petni
istotng role w funkcjonowaniu komorki [20]. Wptywa na
funkcjonowanie receptorow, czynnikow transkrypcyjnych i
wspomagajacych translacje czy tez kanatéw wapniowych.
Jej obecnos$¢ wykryto w licznych biatkach, takich jak: biat-
ka cytoszkieletu, enzymy metabolizmu podstawowego, np.
glikolizy, biatka zwigzane z systemami antyoksydacyjnymi
czy metabolizmem siarki. Petni wazng role w sygnalizacji
redoks, ale przypisuje sie jej rowniez role ochronng pod-
czas stresu oksydacyjnego [21], S-nitrozylacja jest jednym
z elementow regulacji PCD, w szczeg6lnosci kaspaz. Mo-
dyfikacja krytycznej reszty cysteiny w centrum aktywnym
kaspaz powoduje bowiem zahamowanie aktywnos$ci, a w
konsekwencji zatrzymanie procesu egzekucji PCD [21,22].
Wiadomo réwniez, ze aktywnos$¢ niektérych form NOS jest
kontrolowana przez S-nitrozylacje [21], Zmiany stezenia
CysNO stwierdzono w wielu chorobach uktadu krwiono-
$nego, ptuc i uktadu nerwowego, m. in. takich jak astma,
cukrzyca, choroba Alzheimera i choroba Parkinsona [22],

Postuluje sie, ze =zaréwno niskoczasteczkowe S-
nitrozotiole (GSNO czy CysNO), jak i nitrozobiatka,
zwtaszcza S-nitrozoalbumina, sg rezerwuarami NO oraz
jego transporterami na dalsze odlegtosci [23]. S-nitrozotiole
uwalniajg gtéwnie rodnik NO*, ale udowodniono, ze w wa-
runkach fizjologicznych (pH 7,4) moga rowniez uwalniaé
pozostate formy tlenku azotu, czyli NO+i NO* Co wiecej,
uczestniczg one w reakcji transferu nitrozylu, czyli transni-
trozylacji, ktérej efektem jest S-nitrozylacja kolejnej grupy
-SH wg reakcji [24]:
asNO +r&h agsH +r3no.

Powszechny jest poglad, ze S-nitrozylacja ma wszystkie
konieczne cechy modyfikacji sygnatowej. Po pierwsze, po-
wstanie CysNO zazwyczaj nie jest przypadkowe, gdyz za-
chodzi w okre$lonym miejscu w biatku. Modyfikacji sprzyja
wystepowanie reszt aminokwaséw kwasnych w otoczeniu
reszty cysteiny oraz obecnos¢ lokalnych kieszeni hydrofo-
bowych, a takze charakterystycznego motywu aminokwa-
sowego: (H,K,R)C(aminokwas hydrofobowy)X(D,E), gdzie
X to dowolna reszta aminokwasowa [25,26]. Po drugie, jest
to proces bardzo szybki, regulowany przez warunki pa-
nujagce w bezposrednim otoczeniu biatka w komorce. Po
trzecie, S-nitrozylacja jest procesem odwracalnym. Chociaz
S-nitrozotiole sg dos$¢ nietrwate, to wiele wynikéw badan
sugeruje, ze w warunkach fizjologicznych sg one stosunko-
wo stabilne. Po czwarte, poziom RSNO jest $cisle kontro-
lowany: z jednej strony przez aktywno$¢ enzymoéw typu
NOS, a z drugiej — przez dziatalno$¢ enzymoéw degradu-
jacych S-nitrozotiole. Gtéwnym enzymem redukujagcym S-
nitrozotiole jest reduktaza nitrozoglutationowa (GSNOR).
S-Nitrozoglutation (GSNO) jest gtéwnym niskoczasteczko-
wym S-nitrozotiolem w komoérkach zywych, a GSNOR jest
enzymem powszechnie wystepujagcym w roznych typach
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tkanek i komorek [22]. Rola tego enzymu jest kluczowa dla
zachowania homeostazy RSNO. Zatem przy braku GSNOR
znaczaco wzrasta zawarto$¢ RSNO, co moze prowadzi¢ do
powaznych konsekwencji [22]. Wydaje sie, ze podobnie jest
u roélin, gdyz mutanty Arabidopsis thaliana o zmienionej
aktywnosci reduktazy GSNO wykazujg zmieniong odpor-
nos$¢ [27,28]. Poza reduktazg GSNO udziat w kontrolowa-
niu zawartosci RSNO maja réwniez inne biatka, zwtaszcza
tioredoksyny [22], ale takze izomeraza biatkowych most-
kéw disiarczkowych (PDI), oksydaza ksantynowa (XO),
czy peroksydaza glutationowa (GPX). Wreszcie, po piate,
przytgczenie grupy NO do reszty cysteiny zmienia aktyw-
no$¢ biatek. Wykazano to na wielu przyktadach, m.in. S-
nitrozylacja zmienia aktywno$¢ biatka p21Rs hemoglobin,
czy tez uruchamia kaskade sygnatowg biatka H-ras [29].
Enzymem, ktdrego aktywnos$¢ jest odwracalnie zmienia-
na przez S-nitrozylacje zaréwno u roslin jak i zwierzat jest
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH).
Enzym ten byt jednym z pierwszych enzymoéw roslinnych,
u ktérego wykazano tego typu zmiany aktywnosci. Do dnia
dzisiejszego lista takich biatek znacznie sie wydtuzyta, gdyz
dotgczyly tu roSlinne metakaspazy [30], niesymbiotyczne
hemoglobiny roslinne klasy | [31] czy tez peroksyredoksyna
Il E [32],

NITRACJA

Drugag istotng biologicznie modyfikacja jest nitracja reszty
tyrozyny, w ktorej grupa -NO, zostaje przytagczona do pier-
$cienia aromatycznego Tyr. Mimo, ze dotgczana jest grupa
-NO,, a nie bezposrednio NO, nitracja jest uwazana za mo-
dyfikacje wywotang przez NO. Powstaje bowiem gtdwnie
w wyniku dziatania nadtlenoazotynu, produktu reakcji NO
z anionorodnikiem ponadtlenkowym (patrz wyzej). Mozli-
wych jest jednak kilka innych sposobdw generacji nitroty-

rozyny. Jednym z istotniejszych jest bezposrednie dziatanie
rodnika o wiasciwosciach nitrujagcych: NO,*, powstajacego
m.in. podczas reakcji utleniania NO; potencjalnie nitrujga-
cg czasteczkg moze by¢ takze NO,CI [33]. Z tego wzgledu
mozna uznaé, ze nitrotyrozyny nie sa ,odciskiem palca"
nadtlenoazotynu, a markerem ogoélniej pojmowanego stre-
su nitrozacyjnego wywotanego dziatalnoscig r6znych RFA.
Doswiadczalnie potwierdzono kolokalizacje NO oraz nitro-
tyrozyn w licznych przypadkach w materiale zwierzecym
[34,35]. Wykazano réwniez, ze lokalizacja subkomdérkowa
nitrotyrozyn odpowiada tym przedziatom komérki, gdzie
jest syntezowany NO oraz sg generowane czasteczki nitru-
jace, a wiec mitochondriom, peroksysomom czy tez siatecz-
ce srddplazmatycznej [36]. Poniewaz u roslin NO jest zwy-
kle syntezowany nieco odmiennie [37,38], zarowno NO, jak
i reszty nitrotyrozylowe wykrywane sg gtdwnie w okolicy
$ciany komorkowej (Ryc. 1).

Zwiekszony poziom NO oraz reszt nitrotyrozylowych
odnotowuje sie zazwyczaj w procesach chorobowych, w
ktorych istotng role odgrywa stres oksydacyjny [34,35].
Wielokrotnie wykazano podwyzszenie poziomu nitracji w
roznych chorobach, na przyktad w chorobach uktadu kra-
zenia [39], stanach zapalnych [40], czy chorobach neurode-
generacyjnych, np. w chorobie Alzheimera [41]. Podobnie u
roslin zaobserwowano wzrost zawartosci reszt nitrotyrozy-
lowych w warunkach stresu abiotycznego [42] oraz ataku
patogendw [43,44]. Jednak nitracja wystepuje rowniez w
warunkach fizjologicznych i odgrywa istotng role w takich
procesach, jak aktywacja spermy, starzenie i apoptoza [45].

Warto wobec tego rozpatrze¢, czy nitracja spetnia pod-
stawowe cechy modyfikacji sygnatowej. Wiadomo, ze wy-
stepuje selektywnie: prawdopodobienstwo wystgpienia
nitracji rosnie w sasiedztwie aminokwaséw kwasnych; ni-

Rycina 1. Wizualizacja tlenku azotu (prawy panel) oraz reszt nitrotyrozynowych (lewy panel) przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Tlenek azotu uwidoczniono za po-
mocg fluorochromu DAF 2FM w komérkach zawiesiny rzodkiewnika; nitrotyrozyny w komérkach zawiesiny tytoniu BY2sg wyznakowane z zastosowaniem przeciwciata
antynitrotyrozynowego. Najwieksze nagromadzenie zar6wno NO jak initrotyrozyn widoczne jest w okolicach $écian komérkowych.
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tracja czesciej tez zachodzi w obrebie domen hydrofitowych
biatka (badania wtasne, [46]). Umiejscowienie nitracji zale-
zy od struktury drugo- i trzeciorzedowej biatka [47]; cze-
sto wystepuje w wypetlonych fragmentach struktur biatko-
wych [40], Nitracji sprzyja obecno$¢ C02 oraz odpowiednie
pH (optymalnym jest fizjologiczne pH 7,4) [33,48]. Tak wiec
jestto proces regulowany przez warunki wystepujace w ko-
morce. Ze wzgledu na charakter rodnikowy reakcji, nitra-
cja reszt tyrozyny jest szybka. Wiadomo takze, ze obecnosé
reszt tyrozynowych powoduje zmiany aktywnosci biatek,
np. MnSOD jest silnie hamowana w konsekwencji pojedyn-
czej nitracji reszty tyrozyny w centrum Kkatalitycznym. W
wiekszos$ci znanych przypadk6w wystepowanie inagroma-
dzenie nitracji jest kojarzone ze skutkami stresu [49],

Potencjalng rolg nitracji moze by¢ regulowanie fosfory-
lacji/defosforylacji reszt tyrozyny. Jedng z przyczyn takiej
zaleznosci moze by¢ dodatkowa zawada przestrzenna oraz
zmiana pKa(10,1 dla tyrozyny i 7,2 dla nitrotyrozyny). Nitra-
cja biatek ulegajacych rowniez fosforylacji zostata potwier-
dzona na materiale zwierzecym [50]. Cho¢ wiekszos¢ do-
niesien sugeruje, ze nitracja tyrozyny zasadniczo zapobiega
fosforylacji/defosforylacji [51], stwierdzenie to nalezy to
uznaé za uproszczone. Niektdre badania wskazujg bowiem,
ze niewielkie stezenia ONOO-moga promowac fosforylacje
[45,52], Moze to sugerowac, ze efekt dziatania nadtlenoazo-
tynu na biatka istotne w procesach fosforylacji jest zalezny
od dawki czynnikéw nitrujgcych. Promowanie fosforylacji
mogtoby polega¢ na wymuszanych przez nitracje zmianach
konformacji kinaz tyrozynowych. Nalezy jednak doda¢, ze
zaobserwowano takze odwrotng zaleznos¢, tj. zapobieganie
nitracji przez fosforylacje reszt tyrozynowych [53].

Aby modyfikacja uznana zostata za taka, ktora petni
funkcje sygnatowe, powinna by¢é usuwana w warunkach
$cisle kontrolowanych. Do niedawna, z uwagi na wysoka
stabilno$¢ nitrotyrozyn w szerokim zakresie pH oraz od-
pornos$¢ na dziatanie wysokich temperatur, reszty nitroty-
rozyny uwazano za modyfikacje trwate. Wiadomo byto, ze
biatka zawierajace reszty nitrotyrozyny ulegaja agregacji lub
sg degradowane w proteasomach [45], Jednak od pewnego
czasu pojawiajg sie prace $wiadczace o mozliwosci istnie-
nia biologicznych systemdéw denitrujgcych. Stwierdzono, ze
homogenaty niektorych, ale nie wszystkich tkanek szczura
wykazujg aktywno$¢ denitrujgcg in vitro mierzong jako spa-
dek liczby epitopdw nitrowanej albuminy rozpoznawanych
przez monoklonalne przeciwciata anty-nitrotyrozylowe.
Czynnik aktywny, inaktywowany przez trypsyne i wysoka
temperature o masie czasteczkowej wiekszej niz 10 kDa, na-
zwano denitrazg nitrotyrozynowg [54], Wykazano, ze takze
osocze cztowieka przejawia zdolno$¢ usuwania epitopow
nitrotyrozyny [51]. Co wiecej, niektore znane juz enzymy
maja zdolno$¢ do zmniejszania liczby reszt nitrotyrozylo-
wych biatek in vitro; nalezg do nich m.in. peroksydaza glu-
tationowa czy S-transferaza glutationowa [55,56]. Aktyw-
nosc¢ taka jest przypisywana rowniez reduktazie azotanowej
E. coli oraz reduktazie cytochromu P-450 ssakéw zaleznej
od NADPH [57]. W badaniach dotyczacych denitracji trzeba
jednak wzia¢ pod uwage mozliwo$é redukcji nitrotyrozyn
podczas wykonywania analiz. Wykazano bowiem, ze stoso-
wanie DTT oraz wysokiej temperatury (np. gotowanie pro-
bek przed elektroforeza biatek) moze spowodowac redukcje
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nitrotyrozyn do aminotyrozyn i by¢ traktowane jako objaw
denitracji in vivo [33].

METODY IDENTYFIKACJI MODYFIKACJI
POTRANSLACYJINYCH

S-NITROZYLACJA

S-nitrozotiole sg bardzo nietrwate; ulegajg rozpadowi
pod wptywem wielu naturalnych czynnikéw redukujacych,
takich jak glutation czy kwas askorbinowy [58]. Ulegajg one
réwniez rozpadowi pod wpltywem S$wiatta i w obecnosci
jonow metali przejsciowych, zwtaszcza miedzi. Dlatego tez
analiza wolnych CysNO lub biatek je zawierajacych nie jest
tatwa. Stosunkowo proste jest wykrywanie S-nitrozotioli
oraz ilosciowe ustalenie poziomu S-nitrozylacji. W tym celu
stosuje sie metode Saville'a [59], ktora wykorzystuje niesta-
bilno$¢ chemiczng S-nitrozotioli. Pod wptywem jondw rte-
ci lub srebra RSNO rozpadajg sie z uwolnieniem HONO,
ktory w szeregu reakcji chemicznych jest przeprowadzany
w barwng s6l azowa. Jej zawarto$¢ okre$lana jest spektro-
fotometrycznie. Metoda Saville'a stata sie podstawg wielu
innych technik badawczych. Na przyktad zamiast przepro-
wadzania w barwng sél azowg proponuje sie obecnie za-
stosowanie odczynnikow, takich jak 2,3-diaminonaftalen
[60] lub Alexa Fluor 488 Hg-Link Phenylmercury (Invitro-
gen), ktdre po reakcji z HONO tworza zwiazki fluoryzujace.
Umozliwia to takze detekcje RSNO w tkankach [42].

Do analiz iloSciowych S-nitrozotioli stosuje sie réw-
niez czutg metode chemiluminescencji ozonu. Za pomo-
cg tej techniki wykrywa sie tlenek azotu uwalniany z S-
nitrozotioli. Rozpad RSNO jest generowany przez inkubacje
w roztworach HgCIl2lub zawierajacych jony miedzi a ilos¢
uwolnionego NO jest mierzona na podstawie ilosci energii
Swietlnej powstajgcej w reakcji [61,62]: NO + 03"~ NOy +
02NO02<>NOz+ hv.

Ustalenie, ktére konkretnie biatka ulegaja modyfikacji,
jak i okreslenie miejsca S-nitrozylacji jest juz nieco bardziej
ztozone. W tym celu mogg by¢ uzyte metody immunoche-
miczne, znanych jest jednak zaledwie kilka prac opisuja-
cych wykorzystanie przeciwciat anty-nitrozocysteinowych,
zaréwno komercyjnych [63], jak i wytwarzanych przez r6z-
ne grupy badawcze [64], NajczeSciej stosowang metoda jest
metoda podstawienia biotynowego (ang. biotin switch). W
skrécie polega ona na przytaczeniu czasteczki biotyny do
nitrozylowanych reszt cysteinowych, co umozliwia nastep-
nie detekcje na drodze immunologicznej lub chromatogra-
fii powinowactwa [65]. Procedura jest kilkuetapowa — w
pierwszej kolejnosci niezmodyfikowane grupy tiolowe
sag metylowane za pomocg S-metylometanotiosiarczanu
(MMTS). Wystepujace w biatkach S-nitrozotiole sg nastep-
nie przeksztalcane w wolne grupy tiolowe w obecnosci
kwasu askorbinowego. Te z kolei sg kowalencyjnie tagczone
z pochodng biotyny (HPDP-biotyna), reagujaca wybidrczo
z grupami -SH. Zmodyfikowane biatka analizuje sie najcze-
Sciej technika Western biot, identyfikujac interesujace biatka
przy uzyciu spektrometrii mas [65], W ten sposéb zidenty-
fikowano wiele biatek zawierajgcych CysNO, zaréwno po-
chodzenia zwierzecego, jak i roslinnego.
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Metoda podstawienia biotynowego doczekata sie licznych
modyfikacji. Na przyktad, metoda SNOSID (ang. SNO Site
Identification) umozliwia identyfikacje miejsc S-nitrozylacji
w ztozonych prébach biologicznych. Biatka zawierajgce bio-
tynylowane reszty CysNO sg trawione trypsynga, a modyfi-
kowane peptydy wychwytywane z uzyciem chromatografii
powinowactwa i nastepnie identyfikowane z wykorzysta-
niem LC MS/MS. Zastosowanie tandemowej spektrometrii
mas umozliwia dokladne poznanie miejsca S-nitrozylacji
[66]. Czesta modyfikacjg jest wykorzystanie znacznikéw
fluorescencyjnych. Przyktadem jest uzycie zamiast modyfi-
kowanej biotyny-HPDP, jej fluorescencyjnego odpowiedni-
ka — N-([6-7-amino-4-metylokumaryno-3-acetamido]hek-
sylo)-3'-(2'-pyridyloditio)propionamidu  (AMCA-HPDP),
co pozwala skroci¢ czas analizy, gdyz po rozdziale w zelu
poliakryloamidowym mozna identyfikowaé znakowane,
zawierajace pierwotnie reszty S-nitrozocysteiny biatka na
podstawie ich fluorescencji [67], Opublikowang niedaw-
no modyfikacja wykorzystujacg znaczniki fluorescencyjne
jest podstawienie fluorescencyjne (ang. fluorescence switch).
W potgczeniu z dwukierunkowg elektroforezg ta metoda
umozliwia czulg identyfikacje RSNO w bardzo matej ilo-
§ci materiatu biologicznego. Zwiekszona czuto$¢ metody
pozwala na do$¢ tatwg identyfikacje RSNO powstajgcych
w warunkach fizjologicznych [68]. W badaniach in situ roz-
mieszczenia S-nitrozotioli w komorkach do wizualizacji
RSNO wykorzystuje sie takze streptawidyne sprzezong z
fluorochromem [69].

Odrebng kategorig sg proby bezposredniej detekcji S~
nitrosotioli z wykorzystaniem metod spektrometrii mas.
Powstanie CysNO powoduje bowiem wzrost masy biatka/
peptydu o 29 Da, co moze by¢é wykryte na podstawie ana-
liz widma masowego. Aby identyfikowa¢ biatka w skom-
plikowanych mieszaninach, stosowana jest technika LC
MS/MS. Zasadniczym problemem bezposrednich analiz
S-nitrozotioli jest wybdr takich procedur izolacji i trawienia

biatek, ktore nie wptyng na zawarto$¢ nietrwatych CysNO
[43], Wiekszo$¢ badan jest obecnie uzupetniana przez ana-
lizy bioinformatyczne. Identyfikujgc charakterystyczne oto-
czenie aminokwasowe, ktore zwieksza prawdopodobien-
stwo pojawienia sie S-nitrozylacji (patrz wyzej), mozna in
silico typowaé biatka potencjalnie S-nitrozylowane [26].

NITRACJA

Z uwagi na stabilno$¢ chemiczng, metod analiz nitracji
jest znacznie wiecej niz w przypadku S-nitrozylacji. Gtéwng
trudnoscia, podobnie zresztg jak ma to miejsce przy anali-
zach S-nitrozotioli, jest wykrycie biatek nitrowanych wsréd
duzej liczby biatek niemodyfikowanych. Do dnia dzisiejsze-
go wsrdd technik analizy nitracji krolujg metody immuno-
chemiczne, ktére wykorzystujg przeciwciata anty-nitrotyro-
zynowe [49], Z ich uzyciem wykonuje sie analizy pétiloscio-
we (ELISA); bardzo powszechne sg rdwniez immunoche-
miczne analizy mikroskopowe, ukazujgce rozmieszczenie
modyfikowanych reszt tyrozyny w tkankach, oraz typowe
analizy typu Western biot, umozliwiajgce identyfikacje
modyfikowanych biatek. Do do$¢ popularnych zaliczyé
nalezy rowniez techniki chromatograficzne, zaré6wno chro-
matografii cieczowej jak i gazowej. Ta druga jest czesciej
wykorzystywana w analizach wolnej 3-nitrotyrozyny [70],
natomiast chromatografia cieczowa jest szeroko stosowana
w analizach modyfikowanych biatek. Reszty nitrotyrozyny
mozna wowczas identyfikowa¢ mierzac réznice w czasach
retencji peptydéw [71] lub tez, w ostatnio znacznie czesciej
stosowanym podejéciu badawczym, w potgczeniu z anali-
zami spektrometrii mas.

Wykorzystanie metod MS, zwtaszcza tandemowej spek-
trometrii mas w potaczeniu z wczesniejszym rozdziatem
chromatograficznym jest obecnie prawdopodobnie najpo-
tezniejszym dostepnym narzedziem w badaniach nitrowa-
nych biatek. Za jego pomocg rozdzielone chromatograficz-
nie peptydy trafiajg bezposrednio do spektrometru. Reszty
nitrotyrozyny sg identyfikowane na pod-
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stawie przesunigecia widma masowego,
spowodowanego zwiekszeniem masy
badanego biatka/peptydu/aminokwasu
o grupe -N02 czyli o 45 Da (Ryc. 2). Po-
dejscie takie umozliwia wysoko przepu-
stowg analize ztozonych mieszanin bez
koniecznosci wczesniejszej elektroforezy.
Podczas eksperymentow typu MudPIT
(ang. multidimensional protein identifica-
tion technology) [72] szybko uzyskuje sie
globalny profil biatek/peptydéw zawar-
tych w mieszaninie. Wymaga to rowniez
wielopoziomowej weryfikacji wynikow.
Dokonuje sie tego za pomocg normali-
zacji danych, usuniecia z otrzymanych
widm masowych pikéw przypadko-
wych, oraz analizy tzw. koelucji jonéw o
tych samych warto$ciach izobarycznych
[70,73].

Rycina 2. Nitracja reszt tyrozyny powoduje zmiang masy peptydu (+45Da). Przy zastosowaniu lasera UV
w spektrometrze mas ze zrédtem jonéw typu MALDI obserwuje sie zmiany wywotane fotodegradacja reszt
nitrotyrozyny. Czerwone liczby przedstawiaja obserwowane wzrosty masy w poréwnaniu do niemodyfiko-
wanej reszty tyrozyny, czarne —ubytek masy wynikajacy z degradacji reszt nitrotyrozyny.
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Innym ciekawym wykorzystaniem
metod spektrometrii mas podczas analiz
reszt nitrotyrozyn jest uzycie spektrome-
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tru mas ze zrodtem jonow typu MALDI (desorpcja/joniza-
cja laserowa wspomagana matryca; ang. Matrix-Assisted La-
ser Desorption/lonization). W tym przypadku zazwyczaj nie
wykonuje sie wczesniejszego rozdziatu chromatograficzne-
go, a badaniu poddaje sie wysuszong mieszanine matrycy,
utatwiajgcej jonizacje badanej préobki, oraz peptydéw otrzy-
manych podczas trawienia enzymatycznego samej probki
[74,75]. Podczas analizy spektrometrycznej promien lasera
padajacy na prébke wybija z niej peptydy, ktére sg anali-
zowane w detektorze. Podobnie jak w przypadku omawia-
nych wyzej analiz, nitrotyrozyne mozna zidentyfikowaé na
podstawie zwiekszenia masy o 45 Da. Jednak w przypadku
zastosowania zrodta MALDI, Swiatto lasera powoduje do-
datkowo charakterystyczny rozpad analizowanej nitroty-
rozyny. Promien lasera powoduje gtdwnie utrate jednego
(- 16 Da) lub dwéch atomow tlenu (- 32 Da) (Ryc. 2), w wy-
niku czego uzyskuje sie ,,odcisk palca" nitrotyrozyny [76],
Co ciekawe, fotodegradacje nitrotyrozyny wywotuje jedy-
nie laser UV, lecz nie laser IR [77]. Metoda ta zostata wy-
korzystana do analiz biatek i peptydow modelowych [78],
oraz do badan probek wzbogaconych w reszty nitrotyrozy-
ny [79]. Wadg opisanego podejscia jest podwyzszony prog
detekcji nitrotyrozyny. Wynika to z tego, ze intensywnos¢
jonu molekularnego jest rozdzielona na co najmniej trzy
gtéwne jony potomne, co oznacza obnizenie intensywnosci
sygnatu pierwotnego 0 60-70% w poréwnaniu do jondw nie
podlegajgcych fotodegradacji [33]. Zwiekszajgca sie z roku
na rok czuto$¢ dostepnych spektrometrow mas umozliwi
prawdopodobnie w najblizszej przysztosci identyfikacje
biatek zawierajacych nitrotyrozyny w ztozonych prébach
biologicznych.

Stosunkowo niedawno zaproponowano, by nitrotyro-
zyny analizowaé za pomocg znakowania miejsc nitracji z
wykorzystaniem chlorku dansylu. Znakowane, a nastepnie
strawione biatka sg identyfikowane bezposrednio w spek-
trometrze mas. Rozpoznanie modyfikowanych peptydéw
odbywa sie na podstawie poréwnania jonu prekursorowe-
go oraz analizy MS3i obserwacji produktow fragmentacji
charakterystycznych dla dansylu. Metoda ta jest dedykowa-
na do analiz skomplikowanych mieszanin biatek [80]. Pro-
ponuje sie rowniez wykorzystanie podejscia analogicznego
do techniki podstawienia biotynowego, w ktérym miejsca
nitracji sg identyfikowane po dotgczeniu do nitrotyrozyny
specjalnie modyfikowanej czasteczki biotyny (sulfo-NHS-
SS-biotyna) [81].

Wiekszo$¢ dostepnych metod badania nitracji opiera sie
na identyfikacji modyfikowanych biatek, natomiast metody
oznaczania iloSciowego sa traktowane nieco po macosze-
mu. Analizy takie moga by¢ wykonane z wykorzystaniem
technik immunochemicznych, takich jak dot-blot, jednak
otrzymany wynik jest co najwyzej pétilosciowy. Ostatnio
zaproponowano metode umozliwiajagcg ocene iloSciowg
nitracji z zastosowaniem izotopowego oznaczania pepty-
dow metodg iTRAQ (ang. isobaric tagfor relative and absolute
quantitation). Polega ona na znakowaniu kazdej pierwszo-
rzedowej aminy, czyli w praktyce wszystkich peptydow,
znacznikami zawierajgcymi rozne izotopy. Umozliwia ona
analize poréwnawczag 8 wariantdw jednocze$nie. Dzigki
zastosowaniu tej metody w jednym doswiadczeniu mozna
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zidentyfikowa¢ modyfikowane biatko, oraz ustali¢ miejsce i
stopien nitracji [82].
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ABSTRACT

Itis well known for ca. two decades that nitric oxide regulates many life processes both in animals and in plants. The list of processes control-
led by NO is steadily expanding, and some of the mechanisms of action of this small molecule are being unravelled and understood. Nitric
oxide is exerting its action through addition to the transition metal ions which normally function as protein cofactors; in this way NO regulates
e.g. the activity of cytoplasmic guanyl cyclase. Recently, however, more and more often direct structural modifications of peptidyl amino acid
residues are being studied. Particular attention is being paid to the modifications of cysteine (S-nitrosylation) and tyrosine (nitration) residues
with respect to their putative signalling functions. It is also known that these modifications are modulating activities of numerous proteins.
In this paper we are discussing structural modifications of amino acid residues by NO taking into account the conditions which should be
fulfilled to consider their signalling functions. Moreover, we also present available methodologies for their analysis and identifications of

modified proteins.
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Rola biatek jako przekaznikéw uszkodzen
indukowanych przez reaktywne formy tlenu in vivo

STRESZCZENIE

echanizm, poprzez ktéry czeéciowo zredukowane formy tlenu (CZFT) wywotuja
M uszkodzenia, ktore in vivo prawdopodobnie prowadzg do rozwoju stanéw patolo-
gicznych, ciggle nie jest jasny. W niniejszym artykule przedstawiono szereg argumentéw
przemawiajacych za stusznoscig tezy, ze biatka sa pierwotnym celem CZFT w komoérkach,
awolne rodniki biatek i inne reaktywne formy biatek, powstajace w reakcjach z CZFT, pet-
nig role posrednikéw przekazujacych uszkodzenia oksydacyjne na inne sktadniki komorki.
Poznanie przebiegu reakcji reaktywnych form biatek moze pozwoli¢ na bardziej skuteczng
ochrong organizmu przed skutkami stresu oksydacyjnego.

WPROWADZENIE

Mozliwo$¢ kontrolowania destrukcyjnego dziatania wolnych rodnikéw i in-
nych reaktywnych form tlenu pozostaje jednym z waznych, ale ciggle nieroz-
wigzanych probleméw wspéitczesnej biologii i medycyny. Toksyczne skutki
dziatania podwyzszonych stezen tlenu na mikroorganizmy, zwierzeta i ludzi sg
znane od wielu lat. Natomiast rola reaktywnych form tlenu (RFT) lub (co wydaje
sie by¢ wasciwszym terminem) czeSciowo zredukowanych form tlenu (CZFT)
w inicjacji reakcji chemicznych odpowiedzialnych za szkodliwe efekty dziata-
nia wysokich stezen tlenu in vivo zostata odkryta stosunkowo niedawno. Istot-
ne znaczenie w zrozumieniu roli CZFT miato poznanie zaréwno szkodliwych,
jak i terapeutycznych efektéw promieniowania jonizujacego (co rozpoczeto sie
juz w koncu XIX wieku) i rownolegle szybki postep w zakresie fizyki i chemii
wolnych rodnikéw ktére, jak obecnie wiemy, sg nieuniknionymi produktami
metabolizmu wszystkich organizmoéw tlenowych [1,2]. Pomimo zgromadzonej
wiedzy, poszczegdlne ogniwa tancucha tagczacego powstawanie CZFT ze zmia-
nami patologicznymi pozostajg nadal nieznane, co wydaje sie zaré6wno dziwne,
jak i wazne. Dziwne, poniewaz catkiem doktadnie znana jest tozsamos¢ ,,bio-
logicznych™ CZFT, drogi ich powstawania i mechanizmy reakcji chemicznych.
A wazne, poniewaz dotychczas nie mamy mozliwosci jakze pozadanej kontroli
destrukcyjnych reakcji CZFT w organizmach zywych.

Celem tego artykutu jest krotkie przedstawienie dowodow na rzecz hipotezy
zaktadajacej, ze reakcje reaktywnych form biatek sg odpowiedzialne za wiek-
sz0$¢ proceséw uszkadzajacych krytyczne elementy komérek in vivo. Ewentual-
na weryfikacja stuszno$ci tej tezy winna wytyczy¢ nowe kierunki badan pozwa-
lajace na odkrycie metod ograniczania albo eliminacji destruktywnych skutkéw
dziatania CZFT w organizmach zywych.

STADIA REAKCJI CZFT W ORGANIZMACH ZYWYCH

Procesy zainicjowane przez CZFT in vivo sktadajg sie z kolejnych etapdw pro-
wadzacych od stresu oksydacyjnego do powstania patologii. Niniejsza praca
poswiecona jest wytgcznie omoéwieniu reakcji CZFT prowadzgcych do nieko-
rzystnych zmian w organizmie. Nalezy jednak podkresli¢, ze obecno$¢ CZFT
w pewnych granicach stezen jest konieczna do utrzymania normalnego funk-
cjonowania komérek [3]. Zadaniem uktadu obrony antyoksydacyjnej jest utrzy-
manie wtasciwego poziomu CZFT w organizmie. Kiedy rownowaga pomiedzy
reakcjami wytwarzajacymi CZFT a uktadem antyoksydacyjnym przechyla sie w
strone zwiekszonej produkcji CZFT, organizm jest w stanie stresu oksydacyjnego,
ktory moze spowodowac zaburzenia w przekazywaniu sygnatéw w komérkach
imiedzy komdrkami oraz przejSciowe albo nieodwracalne uszkodzenie krytycz-
nych elementéw komoérek [4,5]. Zwigzek pomiedzy stresem oksydacyjnym a sta-
nami patologicznymi jest dobrze udokumentowany. Mnéstwo przekonujgcych
danych dowodzi, ze ponad 50 choréb i sytuacji upo$ledzajacych funkcjonowa-
nie organizmu takich jak np. niedozywienie, artretyzm, niektére nowotwory,
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azbestoza, za¢ma, choroby ptuc, chroniczne stany zapalne,
choroby neurodegeneracyjne (choroba Alzheimera, choro-
ba Parkinsona) i starzenie s powodowane albo wzmagane
czy przyspieszane przez nadmierne poziomy CZFT [1,6].
tancuch przyczynowo-skutkowy tgczacy stres oksydacyjny
i stan patologiczny moze by¢ przedstawiony w uproszczo-
nej formie jako szereg indywidualnych etapéw, z ktérych
kazdy cechuje sie okreslonym czasem trwania (Ryc. 1). Stres
oksydacyjny moze trwac krotko, jak podczas zabiegow me-
dycznych lub awarii reaktoréw jadrowych, ale moze tak-
ze rozciagac sie na cate zycie organizmu, co ma miejsce w
przypadkach palenia tytoniu albo nadmiernej konsumpcji
alkoholu.

Oczywiste jest, ze unikniecie stresu oksydacyjnego
albo przerwanie tego tancucha przyczynowo-skutkowe-
go przedstawionego na rycinie 1 datoby mozliwo$¢ zapo-
biegania wielu chorobom albo zahamowania ich rozwoju.
Zadanie to jest jednak na tyle trudne, ze skuteczny sposob
jego realizacji nie zostat zaproponowany. Rozpatrujac kolej-
no poszczegdlne etapy przedstawione na rycinie 1, nalezy
stwierdzi¢, ze stres oksydacyjny moze by¢ powodowany
przez czynniki trudne do kontrolowania, takie jak normal-
ny metabolizm tlenowy, samoutlenianie zredukowanych
form wielu zwigzkéw obecnych w organizmie, nadmier-
na aktywnos¢ fizyczna, trauma, urazy, reperfuzja po nie-
dokrwieniu, niektére procedury medyczne, a takze takie
czynniki srodowiska jak wysoka temperatura, zamrazanie,
promieniowanie nadfioletowe ijonizujgce oraz wiele kseno-
biotykéw [1,3-5,7], Niekiedy mozna zminimalizowa¢ skutki
dziatania wymienionych i podobnych czynnikéw poprzez
ich unikanie, jednak w wiekszosci przypadkéw mozliwosci
takich dziatan sg ograniczone. Nalezy wiec stwierdzi¢, ze
zupeine wykluczenie sytuacji stresu oksydacyjnego i co za
tym idzie, wytwarzania nadmiernych ilosci CZFT w organi-
zmie, jest praktycznie nieosiggalne.

Interwencja w nastepnym etapie, jakim sg reakcje CZFT ze
sktadnikami zywych komarek, jest tez praktycznie niemoz-
liwa (cho¢ nie brakuje zwolennikéw odmiennego pogladu).
Wigkszos$¢ reakcji biologicznie istotnych wolnych rodnikow
i innych reaktywnych form tlenu ze sktadnikami zywych
organizmow zachodzi w czasie mikro- albo milisekund, tak
wiec wprowadzenie do zagrozonych tkanek dostatecznej
ilosci srodkow mogacych modulowac te reakcje post factum
nie wchodzi w gre [8]. Kluczowym problemem w nastep-
nym etapie jest identyfikacja pierwotnych substratow reakcji
CZFT w komérkach i tkankach, gdyz daje to mozliwos¢ zaha-
mowania albo zmniejszenia dalszych destrukcyjnych reakcji.

Najbardziej powszechna CZFT powstajacg w organi-
zmach jest anionorodnik ponadtlenkowy 0 2=~ Mimo sto-

sunkowo stabej reaktywnosci, 0 2* jest uwazany za gtéwne-
go inicjatora uszkodzen biologicznych, gdyz moze genero-
wac bardzo silny oksydant (rodnik wodorotlenowy HO%*) i
jest prekursorem nadtlenku wodoru, ktéry takze moze two-
rzy¢ HO* w reakcji ze zredukowanymi formami jondw me-
tali ziem przejsciowych, takimi jak Fe2-rlub Cu+ Inne poten-
cjalnie szkodliwe rodniki, jak rodnik nadtlenkowy (ROO¥*) i
alkoksylowy (RO¥), tworzg sie gtownie w reakcjach HO* z
organicznymi sktadnikami organizmdéw w obecnosci tlenu
[9]. Duza reaktywnos$¢ tych rodnikéw, ktdre reagujg z cza-
steczkami organicznymi ze statymi szybkosci rzedu 108 109
M 'V 1[10], nie pozwala na przewidzenie, jakie zwigzki bedg
pierwotnymi obiektami ich ataku w komérkach. O tym, kt6-
re z mozliwych reakcji zajdg w warunkach in vivo, decyduja
wartosci iloczynow stezen poszczegdlnych zwigzkéw i sta-
tych szybkosci ich reakcji z dana CZFT.

Dlaczego reakcje CZFT ze skiadnikami organizmu pro-
wadzg do patologii? Przyczyna moze by¢ albo bezposred-
nie uszkodzenie przez CZFT krytycznych sktadnikéw or-
ganizmu, albo wywotywanie przez nie reakcji chemicznych
mogacych propagowaé takie uszkodzenie. Wyniki wielu
badan doswiadczalnych i modelowania reakcji chemicz-
nych zgodnie wskazuja, ze tylko mata cze$¢ reakcji CZFT
z pierwotnymi obiektami ataku moze spowodowac skutki
niebezpieczne dla organizmu (Ryc. 1).

PIERWOTNE OBIEKTY ATAKU CZESCIOWO
ZREDUKOWANYCH FORM TLENU

Przyjmuje sie powszechnie, ze sposréd wielu potencjal-
nych obiektéw ataku CZFT w komdrkach i tkankach uszko-
dzenie tylko trzech grup zwiagzkéw: DNA, lipidéw i biatek,
moze mie€ krytyczne znaczenie dla losu komorek [11]. Naj-
wiecej badan poswieconych mechanizmom uszkodzenia
uktadoéw biologicznych przez CZFT dotyczyto utleniania
lipidéw zawierajgcych wielonienasycone reszty kwasow
ttuszczowych. Od dawna wiadomo, ze nadtlenki lipidow
moga powstawac z duzg wydajnoscig w wyniku reakcji tan-
cuchowej, w wyniku ktérej pojedynczy rodnik HO* moze
powodowaé¢ wytworzenie w fazach skondensowanych, ta-
kich jak micele czy dwuwarstwy, nawet okoto 100 czaste-
czek nadtlenkow [12], Jesli ekstrapolowaé te dane na sytu-
acje in vivo, nalezatoby oczekiwac intensywnej peroksydacji
lipidow w btonach biologicznych. Oczekiwanie to nie zosta-
to nigdy potwierdzone, jednak dato asumpt do badan pro-
wadzonych na duzych grupach ochotnikéw, ktérych celem
byta odpowiedz na pytanie, czy wieloletnia suplementacja
witaminami E i C (ktéra winna zmniejsza¢ peroksydacje li-
pidéw in vivo) obniza ryzyko rozwoju choréb nowotworo-
wych ichoréb uktadu krgzenia. Wyniki tych badan okazaty
sie niejednoznaczne, a wnioski nierzadko sprzeczne [13],

Badania prowadzone na prostszych ukia-

Cele
krytyczne

(

Rycina 1. Kolejne etapy szkodliwych reakcji czesciowo zredukowanych form tlenu (CZFT) in vivo.
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dach modelowych nie potwierdzajg tezy, ze
lipidy sg pierwotnym celem dziatania CZFT.
Dla przykiadu, pieciokrotne zwiekszenie
stezenia lipidow zawierajacych wieloniena-
sycone kwasy ttuszczowe w fibroblastach
myszy nie wptyneto na ich przezywalnosé
po ekspozycji na dziatanie promieniowania
X [14,15]. W przypadku dziatania promie-
niowania jonizujgcego, czynnikiem uszka-
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dzajacym jest gtdwnie rodnik HO*, jednak podobne wyniki
uzyskano w doswiadczeniach, w ktérych stosowano inne
CZFT. Sprzeczno$¢ pomiedzy tymi wynikami, a danymi
wskazujgcymi na intensywne utlenianie lipidow podczas
stresu oksydacyjnego mozna wyjasni¢ zaktadajac, ze lipidy
sg wtérnym, a nie pierwotnym obiektem ataku CZFT. Pe-
roksydacja lipidow moze przebiega¢ niezaleznie od uszko-
dzen komorek przez CZFT, jak stwierdzono w przypadku
bton synaptycznych kory mézgowej poddanych dziataniu
askorbinianu i Fe2roraz bton plazmatycznych kardiomio-
cytdw i hepatocytow, ktorych przepuszczalno$¢ nie zwiek-
szata sie pod wptywem wolnych rodnikéw, urazu reper-
fuzyjnego i produktéw utlenienia lipidow [16-18]. Badania
sekwencji utleniania biatek, lipidow i DNA w wymienio-
nych réznych typach komdrek wykazaty, ze lipidy nie sg
pierwotnym obiektem ataku rodnikéw wodoronadtlenko-
wych i nadtlenkowych [19,20]. Czasteczki fosfolipidéw w
liposomach poddanych dziataniu CZFT sg skutecznie chro-
nione przez biatka przed utlenieniem; podobna sytuacja ma
zapewne miejsce in vivo [21]; wykazano m.in., ze utlenianie
lipidéw zachodzi dopiero w pdznej fazie ostrego zapalenia
trzustki [22],

Cho¢ integralno$¢ DNA jest niewatpliwie kluczowa dla
prawidtowego funkcjonowania komérek, istniejg dane wska-
zujace, ze, podobnie jak lipidy, DNA jest takze wtdrnym
obiektem ataku CZFT. Wniosek ten wynika z badan zaréwno
uktadéw modelowych, jak i zywych komérek. Jedne z pierw-
szych badan wirusa T4 wykazaty, ze biatka, a nie DNA bytly
gtéwnym celem ataku rodnika HO’ [23]. Nastepne badania
tej samej grupy potwierdzity ten wniosek w odniesieniu do
rodnikéw H’iHO*, podkreslajac rownoczesnie znaczenie lo-
kalizacji miejsca wytwarzania rodnikow [24], Wyniki badan
sekwencji zdarzen podczas uszkadzania czasteczek r6znych
zwigzkéw przez CZFT takze nie wskazujg na to, by pierwot-
nym obiektem ataku byt DNA. Uszkodzenie DNA nie byto
wczesnym efektem dziatania CZFT na hepatocyty i komor-
ki szpiczaka myszy [25], Podobnie, fragmentacja DNA w
komérkach Sp2/20 poddanych dziataniu HO* zachodzita
dopiero po dtuzszej inkubacji, a elektoferogramy DNA ce-
chowaty sie obecnoscig ,,drabinki", co jest typowe dla en-
zymatycznej degradacji DNA, a nie bezposredniej indukcji
peknie¢ DNA przez wolne rodniki, ktorych reakcje nie sg tak
miejscowo specyficzne jak dziatanie nukleaz [26],

Niedawne badania dotyczace tzw. ,efektu przypadko-
wego uszkodzenia" (ang. bystander effect) wskazaty na ko-
nieczno$¢ modyfikacji dogmatu o mechanizmie mutagen-
nego i kancerogennego dziatania promieniowania jonizuja-
cego [27]. Okazato sie bowiem, ze mutacje moga powstawac
w komérkach nie tyle w wyniku bezposredniego uszko-
dzenia DNA przez promieniowanie, lecz raczej w wyniku
dziatania czynnik6w powstajgcych w otoczeniu komdrek
(osoczu, ptynie pozakomdrkowym, komdrkach sasiaduja-
cych) [28-30]. Cho¢ czynniki te, podobnie jak mechanizm
ich dziatania, nie zostaty jeszcze zidentyfikowane, badania
te sugeruja, ze in vivo DNA jest skutecznie chroniony przed
dziataniem pierwotnych CZFT i jest w efekcie wtérnym
obiektem ataku, podobnie jak lipidy.

Wyniku wielu prowadzonych prac wskazujg na ochron-
na role biatek w stosunku do DNA. Wcze$niejsze prace wy-
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kazaty ochronng role histonow przed uszkodzeniem DNA
przez promieniowanie jonizujgce [31]. P6zniejsze badania
potwierdzity ochronne dziatanie biatek na DNA i przy-
niosty szczegétowe wyjasnienie mechanizmu tego efektu.
Wykazano, ze dziatanie rodnikéw wytwarzanych przez
kompleks zelaza z ADP w obecnosci HD 2i askorbinianu
powoduje stochastyczng degradacje DNA i wytworzenie
mieszaniny fragmentéw o réznej dtugosci, co daje obraz
degradacji DNA zupeinie odmienny od degradacji przez
nukleazy prowadzacej do powstawania fragmentéw o okre-
$lonej dtugosci wskutek przecinania nici DNA w miejscach
wolnych od histonéw [32], Ljungman i wsp. stwierdzili,
ze biatka zwigzane z DNA silniej chronig DNA niz biatka
obecne w cytosolu [33]. P6zniejsze prace tej grupy wyka-
zaly postepujgcg degradacje DNA w chromatynie podda-
nej dziataniu rodnikéw HO* w miare usuwania z niej biatek
[34], Wyniki szczeg6towych badan dotyczacych degradacji
nukleosomalnego DNA przez HO* a prowadzonych przez
grupe francuska pozostajg w doskonatej zgodnosci z prze-
widywaniami modelu teoretycznego, zakladajgcego, ze
najwazniejszym czynnikiem chronigcym DNA sg histony
[35]. Badania inaktywacji operonu lac E. coli przez promie-
niowanie wykazaty, ze wiekszo$¢ rodnikéw HO* (70-80%)
wytworzonych przez promieniowanie reaguje z biatkowym
sktadnikiem kompleksu [36].

BIALKA JAKO PIERWOTNY OBIEKT
ATAKU CZFT W KOMORCE

Niskie prawdopodobienstwo bezposrednich reakcji
CZFT z lipidami i DNA w komoérkach wskazuje na biatka
jako najbardziej prawdopodobny pierwotny obiekt ataku
CZFT. Szereg obserwacji potwierdza to przewidywanie. Po-
wstajgce w komorkach pierwotne CZFT, anionorodnik po-
nadtlenkowy i nadtlenek wodoru, wytwarzajg rodnik HO*
w reakcji Fentona (2):

02 +L-Me(ter-» O, +L-Ment @)
L-Men+t+ H2D 2-4 L-Me @+a++ HO* + OH 2

W reakcjach (1) i (2) L oznacza ligand, a Me jon metalu.
Prawdopodobienstwo reakcji wytworzonego w ten sposdb
rodnika HO* z biatkami jest bardzo wysokie z kKilku powo-
doéw. Po pierwsze, wysoka warto$¢ potencjatu redoks HO*
sprawia, ze w ztozonych uktadach o reaktywnosci HO* de-
cyduja gtdwnie stezenia potencjalnych substratéw. Rycina 2
pokazuje, ze w typowej komorce ssaka ponad 70% wytwo-
rzonych rodnikow HO* reaguje z biatkami, a nie z kwasami
nukleinowymi czy lipidami. Nic wiec dziwnego, ze wiele
danych wskazuje na Scisty zwigzek pomiedzy wytwarza-
niem CZFT iutlenianiem biatek zaréwno w uktadach mode-
lowych, jak i w zywych komaérkach i organizmach [37]. Po
drugie, lokalizacja wytwarzania CZFT w komorce nie jest
przypadkowa: HO* wytwarzany jest miejscowo specyficz-
nie (reakcja 2), w tych miejscach, w ktérych zlokalizowane
sa jony metali mogace uczestniczyé w reakcji Fentona. Sred-
nia droga dyfuzji rodnika HO* wynosi tylko kilka nm, stad
tez reaguje on blisko miejsca powstania. W organizmie jony
metali przejsciowych sa zwykle luzno zwigzane z biatkami,
na co wskazuja wyniki badan uszkodzen aminokwaséw w
biatkach eksponowanych na dziatanie CZFT. Uszkodzeniu
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ulegajg zwykle aminokwasy wigzace jony metali [37], Po
trzecie, uszkodzenie biatek moze nastgpi¢ nawet w obec-
nosci innych potencjalnych obiektéw ataku CZFT, bo btony
biologiczne i chromatyna zawierajg zwykle zblizone ilosci
biatek i, odpowiednio, lipidéw i DNA.

W oparciu o te przestanki nalezy stwierdzi¢, ze w orga-
nizmach zywych powstawanie CZFT prowadzi nieuchron-
nie do uszkodzen biatek. Chemia tych uszkodzen jest do-
brze znana. Wiadomo, ze wszystkie CZFT tworzone w
uktadach biologicznych powodujg denaturacje biatek, ich
fragmentacje i agregacje, utlenianie poszczegdlnych reszt
aminokwasowych izazwyczaj modyfikacje lub utrate funk-
cji biologicznych biatek [37], Wzgledny udziat uszkodzen
poszczegdlnych typéw zalezy od rodzaju i stezenia CZFT
oraz $srodowiska reakcji (pH, obecnos¢ tlenu, itd.). Bezpo-
$rednie uszkodzenie biatek wydaje sie mie¢ jednak w wiek-
szosci ograniczone znaczenie biologiczne. Wobec braku
danych wskazujgcych na mozliwos$¢ petnienia przez biatka
roli przekaznikéw szkodliwego dziatania CZFT, biochemieg
CZRT zdominowat poglad, ze oksydacyjne modyfikacje
biatek nie sg grozne dla komérek, gdyz moga by¢ naprawio-
ne przez antyoksydanty lub enzymy naprawcze, badZ tez
uszkodzone czasteczki biatek, beda usuniete droga proteoli-
zy izastgpione przez nowo zsyntetyzowane czasteczki [38].

Dogmat ten ulegt rewizji stosunkowo niedawno, kiedy
nasze badania wykazaly, ze biatka utlenione przez CZFT
stajg sie chemicznie aktywne [39]. Aktywnos$¢ ta polega
gtéwnie na bardzo wydajnym wytwarzaniu grup wodoro-
nadtlenkowych. Ekspozycja albuminy na dziatanie HO* po-
woduje powstawanie grup wodoronadtlenkowych -OOH
w ilosciach dochodzacych do okoto 50% iloSci rodnikow
HO*. Dalsze prace pokazaly, ze te grupy (BiaOOH) moga
inicjowac¢ powstawanie nowych rodnikéw, takich jak rodni-
ki nadtlenkowe (ROO¥) i alkoksylowe (RO*), utlenia¢ anty-
oksydanty (takie jak glutation i askorbinian), prowadzi¢ do
powstawania wigzan kowalencyjnych pomiedzy biatkami a
DNA ipowodowaé inaktywacje czasteczek enzymow, ktore
same nie byty obiektem ataku rodnikéw HO*. Wyniki te do-
wodzg, ze biatka sg powaznymi kandydatami do roli pier-
wotnego obiektu ataku CZFT (Ryc. 2), a wodoronadtlenki
biatek muszg by¢ uwazane za nowy rodzaj CZFT [40Q],

Powstawanie nadtlenkéw biatek w komérkach narazo-
nych na stres oksydacyjny stwierdziliSmy po raz pierwszy
10 lat temu. Doswiadczenia wykazaty tworzenie nadtlen-
kéw biatek w komoérkach U937 eksponowanych na dzia-
tanie inicjatora azowego, ktérego homolityczny rozkitad
prowadzi do powstawania rodnikéw nadtlenkowych [41].
Dalsze prace, w ktoérych komérki szpiczaka myszy Sp2/20
poddawane byty dziataniu rodnika HO* potwierdzity wy-

Rycina 2. Proporcje substratéw pierwotnych reakcji rodnikéw HO" w typowej
komoérce ssaka.
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twarzanie nadtlenk6w biatek i rownoczesnie wykazaty, ze
tylko rodniki powstajagce wewngtrzkomérkowo sg skutecz-
nymi utleniaczami biatek [26], Obecnie nie ma watpliwosci,
ze efektem dziatania r6znych CZFT zaréwno w uktadach
modelowych, jak w komadrkach, jest utlenianie biatek oraz,
ze utlenione biatka mogg przekazywac uszkodzenia powo-
dowane przez CZFT innym sktadnikom komorek.

SZKODLIWE EFEKTY RODNIKOW BIALEK

Reakcje chemiczne prowadzgce do powstawania nad-
tlenkéw biatek sg proste. W przypadku ataku rodnika HO*,
zachodzg nastepujace reakcje:

BiaH + HO* - Bia*+ H®D ®)
Bia*+ 02 BiaOO* )
BiaDO* + RH - BiaOOH + R* ©)

gdzie Bia oznacza czgsteczke biatka. Czynnikami reduku-
jacymi (RH) moga by¢ niskoczasteczkowe antyoksydanty
takie jak glutation (GSH), czy askorbinian (HAsc), ale moga
nimi by¢ takze grupy -SH biatek, a nawet inne reszty amino-
kwasowe w utlenionym biatku. Oczywiste jest, ze wytwa-
rzaniu koncowego produktu, jakim jest nadtlenek biatka
BiaOOH, towarzyszy powstawanie szeregu nowych wol-
nych rodnikéw biatek.

Wytwarzanie i przemiany rodnikow biatek byty badane
intensywnie w ciggu ostatniego stulecia. Wyniki tych badan
maja bezposrednie przetozenie na sytuacje in vivo, bowiem
bardziej prawdopodobne jest tworzenie przez powstajgce
w komorkach CZFT rodnikédw biatek niz rodnikéw innych
sktadnikow komoérek. Chemia i biochemia wolnych rodni-
kéw biatek i aminokwasdw omowiona jest w szeregu Swiet-
nych artykutdw przegladowych [31,37,42].

Wiadomo, ze niesparowany elektron w pierwotnych
rodnikach wytwarzanych w czasteczkach biatek jest zlo-
kalizowany przewaznie na atomie wegla i ma zwykle wia-
sciwosci redukujace. W warunkach tlenowych rodniki Bia*
przewaznie reagujg z tlenem, gdyz reakcja ta charakteryzu-
je sie bardzo wysoka statg szybkosci, okoto 2 * 109M s 1 W
tkankach, w ktorych stezenie tlenu jest niskie, mozliwe jest
zachodzenie reakcji rodnikéw Bia* z endogennymi antyok-
sydantami, takimi jak askorbinian, jesli szybkos$¢ reakcji (6)
jest poréwnywalna z szybkoscig reakcji (4):

Bia* + HAsc~ -+ BiaH + Asc*~ (6)

Zachodzenie reakcji (6) zostato stwierdzone dopiero nie-
dawno, a bodzcem do podjecia badan nad taka mozliwoscig
byty dane dowodzace, ze rodniki stworzone w reakcjach
(3) i (4) moga teoretycznie wywotywac silnie destrukcyj-
ne efekty w organizmach zywych. Istotnym aspektem jest
wysoka wydajnos$¢ tworzenia nadtlenkow biatek, co Swiad-
czy, ze ich prekursory, pierwotne rodniki biatkowe Bia*
tez muszg by¢ tworzone w stosunkowo duzych iloSciach.
Do niedawna dane dotyczgce reakcji rodnikow biatek w
warunkach zblizonych do fizjologicznych byty nieliczne.
Jedyne opublikowane dane dotyczyty reakcji pierwotnych
rodnikéw lizozymu z askorbinianem i z kwasem moczo-
wym [43]. State szybkosci tych reakcji okazaty sie by¢ dos¢
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wysokie (okoto 8 x 107M 'V ], co sugerowato, ze reakcje
rodnikéw innych biatek takze mogg by¢ szybkie i odpowia-
da¢ za niektdre efekty biologiczne dziatania CZFT. Pomiary
szybkosci reakcji, ktorych state szybkosci sg wyzsze niz 105
M V 1wymagajg uzycia techniki radiolizy impulsowej albo
fotolizy btyskowej. PodjeliSmy takie badania we wspotpra-
cy z grupg profesora Koppenola w Zurychu, dysponujaca
odpowiednig aparaturg. Dotychczas doswiadczenia skupi-
ty sie na pomiarach szybkosci reakcji rodnikéw lizozymu z
glutationem irodnikdw szeregu innych biatek z askorbinia-
nem, poniewaz obie te substancje petnig szereg fundamen-
talnych funkcji in vivo i sa najwazniejszymi hydrofilowymi
niskoczgsteczkowymi wewngtrzkomorkowymi antyoksy-
dantami.

UTLENIANIE GLUTATIONU PRZEZ
WOLNE RODNIKI LIZOZYMU

Glutation (GSH) skiada sie z trzech reszt aminokwaso-
wych, z ktérych reszta cysteiny zawiera reaktywng grupe
-SH. Grupy -SH glutationu sg najbardziej licznymi nisko-
czasteczkowymi tiolami w komoérkach. GSH petni istotng
role w przebiegu i regulacji wielu funkcji komorek, takich
jak detoksykacja ksenobiotykéw, synteza DNA i innych
makroczasteczek, utrzymywanie grup holowych biatek
w stanie zredukowanym, regulacja cyklu komdérkowego
i utrzymywanie homeostazy redoks [3,44,45]. Ponadto,
GSH moze cze$ciowo naprawia¢ uszkodzenia biomolekut
spowodowane przez reakcje wolnych rodnikéw. W reak-
cjach tych powstaje rodnik GS*, usuwany zwykle poprzez
tworzenie GSSG albo reakcje z tlenem [46,47], Utrzyma-
nie wiasciwego stezenia GSH jest wiec krytyczne dla nor-
malnego funkcjonowania komdrek. Stezenie glutationu w
komadrkach moze by¢ obnizone w sytuacji stresu oksyda-
cyjnego. Sytuacja taka ma miejsce w takich chorobach wa-
troby jak marskos$¢ i zapalenie watroby (zwtaszcza typu
B), choroba Wilsona, w alkoholizmie i niedozywieniu
(kwashiorkor), w chorobach ptuc (zwtdknienie, azbestoza)
i w chorobach neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Parkinsona [1,48].

Absorbancja x 1000
30
20 ps, bez GSH
25 200 pis, bez GSH
2000 ms, bez GSH

¢ 2000 ms, 2.5 mM GSH
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Rycina 3. Powstawanie i zanik rodnikéw aromatycznych lizozymu.
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Mechanizm obnizenia poziomu GSH podczas stresu
oksydacyjnego nie jest jasny. Najprawdopodobniej, bez-
posrednig przyczyna tego zjawiska jest utlenianie GSH i
tworzenie S-koniugatéw glutationu albo uszkodzenie en-
zymow odpowiedzialnych za synteze GSH i wskutek tego
zbyt powolna synteza de novo. Obie sytuacje moga by¢ wy-
nikiem reakcji wolnych rodnikéw, ale jak wynika z powyz-
szych rozwazan, bezposrednia reakcja pierwotnych CZFT
z GSH jest mato prawdopodobna w poréwnaniu z reakcja
z biatkami, tak wiec wolne rodniki glutationu powstajg, jak
sie wydaje, gtéwnie w reakcjach glutationu z wolnymi rod-
nikami biatek :

Bia* + GSH - BiaH + GS* @

W naszych pomiarach reakcji rodnikéw biatek wykony-
wanych technika radiolizy impulsowej roztwor lizozymu
nasycony N2 byt poddany nanosekundowym impulsom
elektronéw o energii 2 MeV i widmo powstajacych rodni-
kéw lizozymu mierzone byto w przedziale czasu 1-104 gs
[49]. W tych warunkach HO* jest gtownym rodnikiem ata-
kujagcym substancje obecne w roztworze. Rodnik ten utlenia
kazdy zwigzek organiczny, wiec jego reakcje z biatkiem wy-
tworzytyby szereg nowych rodnikéw aminokwasow, z kté-
rych kazdy reagowatby z inng szybkoscig z GSH. Analiza
kinetyczna tak skomplikowanego uktadu nie jest mozliwa;
aby uprosci¢ uktad, rodniki HO* zostaty zastgpione przez
rodniki azydkowe N3 ktore utleniajg tylko reszty amino-
kwaséw tryptofanu ityrozyny [50];

HO*+ N3~ "OH + N 3 (8)
N3+ BiaTrpH/BiaTyrOH - Ny +
BiaTrp*/BiaTyrO*+ H+ 9)

Reakcje powstawania i zaniku tych aromatycznych rod-
nikéw mozna $ledzi¢ wykorzystujgc ich whasciwosci optycz-
ne: rodnik Trp* wykazuje maksimum absorpcji przy dtugo-
$ci fali 510 nm, a rodnik TyrO* przy dtugosci fali okoto 400
nm. Rycina 3 pokazuje, ze w lizozymie rodnik Trp* (LZTrp*)
powstaje natychmiast po impulsie, a wzrost poziomu rodni-
kéw TyrO* ma miejsce pozniej, w wyniku translokacji elek-
tronéw z TyrOH do Trp*. Analogiczne pomiary w obecnosci
GSH wykazaty redukcje Trp* przez antyoksydant, a nie w
wyniku translokacji elektronéw z TyrOH. Efektem reakcji
byto utlenienie GSH w reakcji (10); stata szybkosci tej reakcji
w warunkach zblizonych do fizjologicznych miata warto$¢
fl0=1 x 105M 'V &

LZTrp* + GSH - LZTrpH + GS* (10)

Warto$¢ tej statej, jak na reakcje wolnorodnikowe, nie jest
duza, ale jesli inne biatka reagujg podobnie, nalezy zatozy¢,
ze w typowej komorce zawierajgcej biatka w sumarycznym
stezeniu okoto 5-10 mM i 2-5 mM GSH, reakcja (7) moze
teoretycznie doprowadzi¢ do znaczacego utlenienia GSH w
warunkach stresu oksydacyjnego. Dalsze pomiary reakcji
GSH z rodnikami lizozymu w obecnosci tlenu wykazaty ze
w warunkach, gdy GSH byt utleniany przez rodniki nad-
tlenkowe (LZOO¥*), ilos¢ GSH przeksztatconego w rodnik
GS*w reakcji (10) wzrosta dziesieciokrotnie [49]. Poniewaz
w tych warunkach rodnik HO* byt prekursorem rodnikow
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lizozymu, kinetyczna analiza reakcji rodnikéw lizozymu z
GSH byta niemozliwa, ale badania te sugerujg, ze wysoce
prawdopodobne jest efektywne utlenianie GSH przez wol-
ne rodniki biatek w warunkach fizjologicznych.

UTLENIANIE ASKORBINIANU PRZEZ
WOLNE RODNIKI BIALEK

Askorbinian (HAsc- witamina C) jest drugim najwazniej-
szym antyoksydantem w organizmie, a przy tym antyok-
sydantem najbardziej skutecznym. Ta witasciwo$é askorbi-
nianu wynika ze stosunkowo niskiego potencjatu redoks,
pozwalajacego na redukowanie wielu wolnych rodnikéw
i innych oksydantow, powszechnej obecnosci wewnatrz
komorek i w ptynie pozakomérkowym oraz z niskiej reak-
tywnosci powstajagcego w reakcjach jednoelektrodowych
redoks rodnika Asc*~ [51]:

HAsc + R*- Asc- +RH (11)

Reakcje tego rodzaju moga prowadzi¢ do naprawy cze-
$ciowo utlenionych biomolekut, cho¢ niekiedy pierwot-
ny proces prowadzacy do wytworzenia wolnego rodnika
biatka moze spowodowac¢ uszkodzenie, ktérego naprawa
jest niemozliwa. Do kluczowego znaczenia askorbinianu
w ochronie zywych organizméw przed skutkami stresu
oksydacyjnego przyczyniaja sie tez reakcje regeneracji zre-
dukowanych form innych antyoksydantow przez askorbi-
nian. Zarowno GS*w cytosolu, jak i wolny rodnik tokofero-
lu (Toc*) w btonach komdérkowych sg regenerowane przez
askorbinian. Nalezy podkresli¢, ze w tego typu reakcjach
askorbinian ulega zwykle nieodwracalnemu utlenieniu,
co ma szczeg6lne znaczenie dla organizmoéw naczelnych
(w tym cztowieka), ktore utracity zdolno$¢ biosyntezy
askorbinianu wskutek mutacji genu kodujacego oksydaze
L-gulonolaktonowg. Niedobor askorbinianu, nie uzupetnia-
ny w dostatecznym stopniu przez odpowiednig diete, po-
woduje powazne zaburzenia, z ktérych najbardziej znanym
jest szkorbut.

Szereg obserwacji wskazuje na obnizenie poziomu askor-
binianu w sytuacjach stresu oksydacyjnego. Wyniki wcze-
snych prac poswieconych utlenianiu antyoksydantéw w
surowicy krwi eksponowanej na dziatanie rodnikéw nad-
tlenkowych wykazaly, ze w pierwszej kolejnosci utlenianiu
ulega askorbinian, a dopiero potem utleniane sg tokoferol,
kwas moczowy igrupy tiolowe biatek. Szereg doniesien do-
kumentuje obnizenie stezenia askorbinianu w komorkach
i tkankach zwierzat i cztowieka w warunkach stresu oksy-
dacyjnego. Obnizenie stezenia tego antyoksydanta zostato
stwierdzone w niedotlenieniu, w nastepstwie doswiadczal-
nego urazu mézgu szczura, a takze u pacjentéw cierpigcych
na astme, choroby nerek, zapalenie jelit, demencje, choro-
be Alzheimera i chorobe Parkinsona [52-57], W wiekszoSci
przypadkow obnizenie stezenia askorbinianu przypisywa-
ne byto jego reakcjom z CZFT iinnymi niezidentyfikowany-
mi wolnymi rodnikami. Pierwsze pomiary szybkiego utle-
niania askorbinianu przez rodniki Trp* lizozymu sugeruja
jednak, ze reakcje rodnikéw biatek moga by¢ wazng przy-
czyng obnizenia poziomu askorbinianu w sytuacjach stresu
oksydacyjnego [43], Za stuszno$cig tej tezy przemawiajg:
wysokie stezenia biatek w komaérkach i tkankach i efektyw-
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nos¢ ich reakcji z waznymi biologicznie CZFT. Pozostaje do
wyjasnienia, czy rodniki innych biatek niz lizozym reaguja
rownie szybko z askorbinianem, i czy niesparowane elek-
trony zlokalizowane na innych resztach aminokwasowych
reaguja z askorbinianem z podobng wydajnoscia jak wolne
rodniki zlokalizowane na resztach tryptofanu, oraz jaki jest
wptyw tlenu na te reakcje.

Poszukujac odpowiedzi na powyzsze pytania, zastoso-
walismy, podobnie jak w badaniach reakcji GSH, technike
radiolizy impulsowej [58]. Pochodne tryptofanu, tyrozyny
oraz szeregu biatek (insuliny, pepsyny, chymotrypsyny,
(3-laktoglobuliny i albuminy) byty poddane impulsom wy-
twarzajagcym rodniki N3% a szybkos$¢ reakcji powstajacych
rodnikéw biatkowych byta mierzona przy dtugosci fali 510
nm dla rodnikéw BiaTrp* albo 405 nm dla rodnikéw Bia-
TyrO*. Na rycinie 4 pokazano przyktad pomiaru wptywu
askorbinianu na zanik wolnych rodnikéw pepsyny. Seria
pomiarow dla réznych stezen askorbinianu pozwolita na
wyznaczenie statych szybkos$ci badanych reakcji. Wyniki
tych oznaczenh zebrane sg w tabeli 1. Wskazuja one, ze state
szybkosci reakcji aromatycznych rodnikéw biatek z askor-
binianem sa wysokie, co sugeruje, ze rodniki te moga by¢
odpowiedzialne za utlenianie askorbinianu podczas stresu
oksydacyjnego. Ponadto, w tabeli 1 pokazano, Ze state szyb-
kosci reakcji rodnikéw Trp* sa podobne dla wolnego amino-
kwasu idla reszt trypofanylowych w biatkach, co wskazuje
na tatwos¢ penetracji HAsc-do niesparowanych elektronéw
zlokalizowanych na resztach tego aminokwasu w biatku.
Reakcje BiaTrp* r6znig sie od reakcji BiaTyrO*, ktorych state
szybkos$ci sg okoto 10 razy nizsze, prawdopodobnie z po-
wodu wiekszej stabilnosci tych rodnikéw w biatkach.

Cenne bytoby pordwnanie statych szybkos$ci reakcji ba-
danych rodnikéw innych aminokwaséw z askorbinianem,
jednak uzyskanie analogicznych danych dla reszt amino-
kwasow niearomatycznych w biatkach nie jest tatwe. Pier-
wotnym rodnikiem wytwarzanym w warunkach radiolizy
impulsowej jest HO*, ktdry, jak juz wspomniano, jest mato
selektywny w swych reakcjach i reaguje z kazda resztg
aminokwasowg tworzac mieszanine réznych rodnikow w
czasteczkach biatek. Wprawdzie rodniki niearomatycznych
aminokwasoéw wykazujg absorpcje promieniowania nad-
fioletowego, maksymalng w zakresie okoto 260 nm [59],
lecz wartosci wspotczynnikow absorpcji sg niskie, a widma
réznych aminokwasow sg podobne inie pozwalajg na iden-
tyfikacje poszczegélnych rodnikéw i wyznaczenie statych
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Rycina 4. Kinetyka zaniku rodnikéw Trp’ (A) i TyrO" (B) w pepsynie. Czerwone
linie pokazujg kinetyke zaniku w nieobecnoéci askorbinianu, a niebieskie w obec-
noéci 0,2 mM HAsc . Kolorowe linie sa krzywymi dopasowanymi do punktéw
doswiadczalnych. (mAU), absorbancja x 103
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Rycina 5. A. Kinetyka zaniku wolnego rodnika Ala'w nieobecno$ci tlenu (czarny
wykres) i w obecno$ci 150 gM tlenu (czerwony wykres). B. Szybki zanik rodnika
Ala' w reakcji z tlenem (pierwsze 0-20 gs) tworzacej rodnik AlaOO" i wolniejsze
tworzenie sie rodnika Asc* w reakcji z AlaOO" (20-200 gs).

szybkos$ci ich reakcji. Pewnym rozwigzaniem sg pomiary
reakcji N-acetylowych amidoéw aminokwas6w, ktorych re-
aktywnos$c¢ jest najbardziej zblizona do reaktywnosci reszt
aminokwasowych w biatkach. Dodatkowymi ograniczenia-
mi sg jednak: rozpuszczalno$¢ aminokwaséw w roztworach
wodnych iszybko$¢ ich reakcji z HO*, bowiem warunki do-
Swiadczenia muszg by¢ tak dobrane, by prawie wszystkie
wytworzone HO* reagowaty z aminokwasem, a inne ich
reakcje miaty marginalne znaczenie. W wyniku tych ogra-
niczen, nasze pomiary reakcji rodnikéw aminokwaséw z
askorbinianem mogty by¢ przeprowadzone tylko dla po-
chodnych glicyny, alaniny i proliny. Szybkos$¢ reakcji rod-
nikow tych aminokwasdéw z tlenem mierzyliSmy za pomoca
radiolizy impulsowej przy dtugosci fali 260 nm, a szybkos$é
reakcji z askorbinianem przy dtugosci fali 360 nm; przy tej
dtugosci fali mozna jednocze$nie obserwowac zanik rodni-
kéw aminokwaséw (AA*) w reakcji (13) i powstawanie rod-
nika askorbinianu (reakcja 14):

AAH + HO* AA*+HD 12)
AA* +02- AAOO* (13)
AAOO* + HAsc" AAOOH + Asc*~ (14)

Na rycinie 5 pokazano wyniki pomiarow szybkiej reakcji
rodnika alaniny z tlenem (k = 109 M”s-1) i wolniejsze utle-
nianie askorbinianu (reakcja 14). State szybkosci reakcji (14)
rodnikéw nadtlenkéw glicyny, alaniny iproliny zestawione
sg w tabeli 2.

Tabela 1. Stale szybkosci reakcji askorbinianu z rodnikami aminokwaséw aro-
matycznych

Wolny rodnik k (M-V) PiSmiennictwo
Tyro* 9.3 x 107 [43]
N-Ac-TyrO* amid 2.6 X 10» [60]

" 1 x 10s dane wiasne

N-Ac-Trp* amid 1.4 x 108 dane wiasne
insulina (TyrO") 2.9 x 108 dane witasne
chymotrypsyna (TyrO') 4 x 107 dane wiasne
chymotrypsyna (Trp") 1.6 x 108 dane wiasne
pepsyna (TyrO") 3.5 x 107 dane wiasne
pepsyna (Trp*) 1.8 x 108 dane wiasne

(3-laktoglobulina (TyrO") 4 x 105 dane wiasne

P-laktoglobulina (Trp*) 2.2 x 107 dane wiasne
lizozym (TyrO*) 11 x 107 [43]
lizozym (Trp*) 8 x 107 [61]

Postepy Biochemii 56 (2) 2010

Tabela 2. Stale szybko$ci reakcji askorbinianu z rodnikami nadtlenkéw pochod-
nych aminokwasow.

Rodnik nadtlenkowy pochodnej aminokwasu k (NDs)
(AAOO)
IN-Ac-GlyOO*-NH2 2.5 x 107
N-Ac-AlaO0O'-NH2 8.7 x i06
IN-Ac-ProOO*-NH2 1.5 x 107

Wyniki przedstawione w tabelach 1 i 2 pozwalajg na
wstepng odpowiedz na pytanie, ktore rodniki biatek moga
byé gtdwnie odpowiedzialne za utlenianie askorbinianu:
czy sg to rodniki, w ktérych niesparowany elektron jest zlo-
kalizowany na atomie wegla, czy na atomie tlenu. Zalezeé
to musi od stezen tlenu i askorbinianu, ktore beda rézne dla
réznych tkanek. W tkankach cztowieka stezenie askorbinia-
nu waha sie miedzy 412800 (iM, ze Srednig wartoscig okoto
750 gM. Stezenie tlenu w wiekszo$ci tkanek wynosi zwy-
kle okoto 30 gM lub jest nizsze. Biorgc pod uwage $rednie
wartosci stezen tlenu i askorbinianu mozna oczekiwac, ze
rodniki weglowe w biatkach bede reagowac z askorbinia-
nem okoto dwa razy szybciej niz z tlenem, ale ten stosunek
szybkoSci bedzie rézny w zaleznosci od tkanki. Og6lnie bio-
rac, nasze wyniki wskazujg, ze zar6wno rodniki Bia* jak i
BiaOO* mogg skutecznie utlenia¢ askorbinian w warunkach
in vivo.

UWAGI KONCOWE

Chociaz szkodliwe efekty powstawania wolnych rod-
nikbw w zywych organizmach sg znane od dawna, ich
istotna rola w utrzymywaniu homeostazy komorek zostata
rozpoznana dopiero w ostatnich latach. Obecnie nie ulega
watpliwosci, ze prawidtowe funkcjonowanie organizmdw
zywych wymaga obecnosci wolnych rodnikéw na okreslo-
nym, do$¢ niskim poziomie i przeciwdziatania ich nadmia-
rowi [1]. Wiele badan wykazato, ze ingerencja w te procesy
nie jest tatwa, a gtdwnym problemem jest ciggle niedosta-
teczna wiedza o kluczowych reakcjach w tancuchu tacza-
cym wytwarzanie nadmiaru wolnych rodnikdw z patologia
(Ryc. 1), co w rezultacie nie pozwala na racjonalne plano-
wanie terapii chroniagcej przed skutkami stresu oksydacyj-
nego. Sytuacje komplikujg kontrowersje co do patogennej
roli wolnych rodnikéw sprowadzajace sie gtownie do py-
tania, czy wolne rodniki sg bezpos$rednig przyczyng pew-
nych stanow chorobowych, czy tez przyczyniaja sie raczej
do progresji tych stanéw niz do ich genezy.

Z praktycznego punktu widzenia, jakim jest poszu-
kiwanie metod ograniczania lub naprawy uszkodzen
sktadnikow organizmu spowodowanych przez stres
oksydacyjny, kwestia ta wydaje sie by¢ czysto akademic-
ka. Nie ulega watpliwosci, ze wielu chorobom towarzy-
szy stres oksydacyjny, a co za tym idzie, nadmierny po-
ziom wolnych rodnikéw —a kwestia, czy wolne rodniki
wywotuja, czy tylko potegujg patologie ma drugorzedne
znaczenie. Catkowite usunigcie wolnych rodnikéw z or-
ganizmu jest nie tylko niemozliwe, ale i niepozadane,
zatem prawdopodobnie najskuteczniejszg metodg zapo-
biegajaca skutkom stresu oksydacyjnego jest utrzymanie
optymalnego poziomu najwazniejszych naturalnych en-
dogennych antyoksydantéow, askorbinianu i glutationu.
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Zestawienie danych dokumentujacych obnizenie pozio-
mu tych antyoksydantéw w warunkach stresu oksyda-
cyjnego i wynikow naszych badan dowodzacych, ze sg
one efektywnie utleniane przez rodniki biatek, wskazuje
nowy potencjalny kierunek terapii, polegajgcy na zasto-
sowaniu $rodkéw mogacych przeciwdziata¢ reakcjom
wolnych rodnikéw biatek. Zadanie to nie jest proste,
bowiem zwigzki, ktore mogtyby by¢ zastosowane w te-
rapii muszg by¢ nietoksyczne, muszg gromadzi¢ sie w
tkankach w odpowiednich stezeniach i szybko reago-
wacé z rodnikami biatek. By¢ moze niektére ze znanych
antyoksydantéw spetniajg te warunki, ale nie dysponu-
jemy dobrymi narzedziami badania ich reakcji z wolny-
mi rodnikami biatek. Nalezy jednak oczekiwa¢ stworze-
nia takich narzedzi badawczych i znalezienia zwigzkow
skutecznie zapobiegajacych przekazywaniu uszkodzenia
przez CZFT od pierwotnego celu ataku, jakim sg biatka,
do innych, wtédrnych obiektow ataku w komaérkach.
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The role of proteins in propagation of damage
induced by reactive oxygen species in vivo
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ABSTRACT

Although the damaging effects of partially reduced oxygen species (PROS) in vivo have long been known, the mechanism of reactions respon-
sible for their pathological effects is still not clear. Our review presents evidence supporting the thesis, that proteins are the primary targets
of PROS in cells, and that the protein radicals and other reactive protein derivatives generated act as intermediates, propagating the oxidative
damage to other cell components. Understanding of the reactions of reactive forms of proteins should result in more effective defence of or-

ganisms against the effects of oxidative stress.
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Wykaz skrotow: 5-OH-Hyd — 5-hydrok-
syhydantoina; 5-OH-5-MeHyd — 5-hy-
droksy-5-metylohydantoina; 5-OH-Cyt
— 5-hydroksycytozyna; 5,6-diOH-Ura
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5-hydroksy-5-metylouracyl; 8-OH-Ade —
8-hydroksyadenina; BER (ang. Base Excision
Repair) — naprawa DNA przez wycinanie
zasad azotowych; CU (fac. colitis ulcerosa) —
wrzodzejgce zapalenie okreznicy; FapyAde
— 4,6-diamino-5-formamidopirymidyna;
FapyGua — 2,6-diamino-4-hydroksy-5-
formamidopirymidyna; GC-MS — chro-
matografia gazowa — spektrometria mas;
HPLC (ang. High Performance Liquid Chromo-
tography) —wysokosprawna chromatogra-
fia cieczowa; HPLC-EC —wysokosprawna
chromatografia cieczowa z detekcja elektro-
chemiczng; HPLC-UV — wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detektorem UV;
LC-MS lub LC-MS/MS — chromatografia
cieczowa wraz z pojedynczg lub tandemo-
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Match Repair) —naprawa niesparowanych
nukleotydéw; NER (ang. Nucleotide Excision
Repair) — naprawa DNA przez wycinanie
nukleotydéw; RFT/A — reaktywne for-
my tlenu/azotu; Tg —glikol tymidinowy;
WRT —wolne rodniki tlenowe
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STRESZCZENIE

ksydacyjne uszkodzenia sg niezbywalng, naturalng konsekwencjg metabolizmu ko-

mérkowego wynikajacg z powstawania reaktywnych form tlenu (RFT), w tym wolnych
rodnikéw tlenowych (WRT), jednak poziom oksydacyjnych uszkodzeh moze byé znacznie
podwyzszony w wyniku dziatania egzogennych czynnikéw cytotoksycznych. W artykule
przedstawiliSmy biologiczne podstawy powstawania oksydacyjnych uszkodzern DNA oraz
ich znaczenie w procesach patologicznych: chorobach nowotworowych, schorzeniach ukta-
du krazenia i starzeniu. Cze$¢ artykutu poswieciliSmy réwniez wyjasnieniu mechanizméw
naprawy DNA, od ktérych zalezy utrzymanie prawidtowego funkcjonowania komérki w
nastepstwie uszkodzert DNA. Posréd ponad 20 dotychczas zidentyfikowanych i opisanych
oksydacyjnych modyfikacji zasad DNA jedynie 8-oksy-2'-deoksyguanozyna (8-oksy-dG)
stata sie przedmiotem intensywnych badan. Dlatego znaczng cze$¢ artykutu poswiecili-
Smy opisowi metod detekcji 8-oksy-dG jako markera stresu oksydacyjnego/oksydacyjnych
uszkodzeh DNA.

WPROWADZENIE - WOLNE RODNIKI A STRES OKSYDACYJNY

Wolne rodniki definuje sie jako reszty chemiczne (czasteczki lub jony) posiada-
jace na zewnetrznej orbicie (powtoce walencyjnej) reaktywnego atomu co najmniej
jeden niesparowany, wolny elektron (oznaczany jako °). Sytuacja, w ktérej wypad-
kowy spin elektronowy jest r6zny od 0 czyni wolne rodniki wysoce reaktywnymi,
natomiast sparowanie elektronéw prowadzi do wzrostu stabilnosci czasteczki. Wol-
ne rodniki tlenowe (WRT) sg czasteczkami zawierajgcymi w swej strukturze atom
tlenu, np.: anionorodnik ponadtlenkowy (02“) czy rodnik hydroksylowy (‘OH).
Pozostate reaktywne formy tlenu (RFT) nie majg charakteru rodnikowego, np. nad-
tlenek wodoru (HD 2 czy tlen singletowy f0 2 (Ryc. 1). Endogennym, naturalnym
zrédtem RFT jest normalny metabolizm komérkowy. Przyjmuje sie, iz w zdrowym
organizmie cztowieka w przeciggu roku moze powstawac do 2 kg 0 29\ Zaktadajac,
ze dorosty cztowiek o masie 70 kg w stanie spoczynku wykorzystuje 3,5ml O J kg/
min tj. 14,7 mola/dobe i ze 1% tlenu pojawia sie w formie 0 2*, mozna obliczy¢, ze w
ciggu roku moze powstaé nawet 53,7 mola tj. ok. 1,7 kg tego rodnika, aw stanie wy-

Zrodta RFT/RFA
promieniowanie, ksenobiotyki,

Konsekwencje
mutacje, cytotoksyczno$¢ (apoptoza/nekroza),
metabolizm, transport elektronéw, cytostatycznos$é, proliferacja

peroksysomy, enzymy

o
H
. B el
Lo
N:N N \
1 kwas chlorowy (I)/bromowy (1) H
0, HOCI/HOBr 8-oksy-guanina
tlen singletowy
o )
$wiatlo CI’/Br mieloperoksydaza; y ll !7
peroksydaza S h
eozynofilowa J N
€ 0," i
0, OJ'* H,0,+ 0, )
rodnik 2H*  nadtlenek wodoru glikol tyminy |,
ponadtienkowy % X
o O
H R
*NO LA
e ]
\ R
HO, o N
rodnik ‘OONO HO® + HO" 1
wodoronadtienkowy  nadtlenoazotyn rodnik hydroksylowy 5-hydroksymetylo-uracyl

Rycina 1. Reaktywne formy tlenu - Zrédta oraz konsekwencje dla proceséw komérkowych; opracowane na
podstawie [124].
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Tabela 1. Charakterystyka reaktywnych form tlenu oraz ich endogenne Zrédta; opracowane na podstawie [133].

powstaje w wyniku jednoelektronowej redukcji tlenu czasteczkowego podczas
fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach oraz w wyniku dziatania oksydaz

powstaje w wyniku rozpadu wiazania 0-0 w czasteczce H,Ozpod wptywem wysokiej
temp. lub promieniowania jonizujgcego oraz w reakcji Fentona (z udziatem jonow Fe2; Cu+)
i Habera Weissa; jest ekstremalnie reaktywny i dyfunduje na niewielkie odlegtosci

silny oksydant, o wiekszym powinowactwie do lipiddw niz O/, moze inicjowac peroksydacje lipidow

forma singletowa (bez niesparowanych elektronéw) jest formg wzbudzong o
wyzszej energii niz O,; silny czynnik oksydacyjny o okresie péttrwania 10'6s

Czasteczka Symbol Charakterystyka
anionorodnik
ponadtlenkowy 0z
NADPH i oksydazy ksantynowej; dobry reduktant, slaby utleniacz
rodnik hydroksylowy *OH
rodnik wodoronadtlenkowy HO,’
rodnik nadtlenkowy ROO’ ma gorszg zdolnos$¢ do utleniania niz "OH, ale lepszg zdolno$¢ do dyfuzji
rodnik alkoksylowy RO’ reaktywnos¢ z lipidami posrednia miedzy ROO’a 'OH
tlen singletowy
nadtlenek wodoru HA

utleniacz, ale reakcje z substratami organicznymi powoli; fatwo dyfunduje

sitku fizycznego warto$¢ ta moze wzrosng¢ nawet 10-krotnie
[1] (obecnie wartosci te korygowane sg jednak nawet o jeden
rzad wielkosci w dot). Egzogennymi zrédtami WRT sa: pro-
mieniowanie jonizujace, promieniowanie UV oraz czynniki
chemiczne (np. ksenobiotyki). Szczeg6towy opis RFT zamiesz-
czono w tabeli 1.

Stata produkcja RFT w wyniku metabolizmu komérkowe-
go prowadzi do tlenowych modyfikacji i uszkodzen kompo-
nentow komorki (Ryc. 2). Ze wzgledu na powszechno$¢ wy-
stepowania tych uszkodzen oraz ich szkodliwos$¢, komorki
(zarowno prokariotyczne jak i eukariotyczne) sg wyposazone
w liczne mechanizmy chronigce je przed negatywnym od-
dziatywaniem RFT. Jednak zaburzenie naturalnej réwnowagi
pomiedzy powstawaniem RFT, a dziataniem ochronnym sys-
temu antyoksydacyjnego prowadzi do stanu stresu oksydacyj-
nego, a w konsekwencji do niebezpiecznej akumulacji oksyda-
cyjnych uszkodzen komponentéw komorki, aktywacji jadro-
wych/cytoplazmatycznych szlakéw przekazywania sygna-
tow alarmujacych o zagrozeniu komorki (np. aktywacja p53),
modulacji ekspresji genéw oraz aktywnosci polimeraz DNA

RFT/WRT
 §
L 1 1
Oksydacja i Uszkodzenia
lipidow Oksydacja biatek BNA

Oksydacja witaminy E <> Oksydacja grup

tioloyych Poli(ADP-rybozyl)acja

Powstawanie grup

i gradientu j Con
i gradientu jonowego
Uszkodzenia bton g ) g

komérkowych s .
Aktywacja/inaktywacja systemow-

enzymatycznych

Uposledzenie fizjologii komorki,
$mier¢ komoérkowa (apoptoza,
nekroza), rozwdj procesow
chorobowych

Rycina 2. Zmiany struktury i funkcji komoérek jako wynik oddziatywania RFT/WRT z lipidami, biatkami

i DNA; opracowane na podstawie [134].
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Niekon]p{é't'.na/nieprawidfowa
" naprawa DNA

Peroksydacja karbonylowych
lipidéw £ \
Zaburzenie trasnportu jonéw Zmniejszé'nie puli

komérkowiego ATP | NADPH

[2], co z kolei moze prowadzi¢ do rozwoju licznych stanow
patologicznych. Jednymi z najgrozniejszych form uszkodzen
komérkowych sg reakcje WRT z jgdrowym DNA. Oddziaty-
wania te moga prowadzi¢ do powstania pojedyiczych oraz
podwdjnych peknie¢ DNA; te ostatnie sg szczego6lnie toksycz-
ne dla komorki i moga bezposrednio prowadzi¢ do jej Smierci
[3], a takze powstawania wigzan sieciujacych czy modyfika-
cji zasad azotowych. Dodatkowo szczegdlng uwage zwraca
sie na uszkodzenia mitochondrialnego DNA (mtDNA), ktére
moga by¢ istotnym elementem etiologii wielu zmian chorobo-
wych oraz starczych [4]. Wspomniane formy uszkodzen i ich
konsekwencje dla funkcjonowania komérki bedg opisane w
dalszej czesci artykutu.

OKSYDACYJIJNE MODYFIKACJE/USZKODZENIA DNA

Nie wszystkie wymienione wczes$niej RFT moga bezpo-
$rednio uszkadza¢ DNA [5]. Na przyktad HD 2i O /" inicjujg
uszkodzenia DNA poprzez oddziatywanie z jonami zwigz-
kéw organicznych zawierajgcych metale (zelazo, miedz) w
reakcji Fentona prowadzacej do powstania 'OH:

Fe3+ 0 2'-+Fe2+ 02
Fe2++ HA 2-» Fe3+ OFT + *OH

\ Zaburzenie ekspresji

genow 02+ h22 PH3) 'oh +oh +02

Rodnik hydroksylowy, bedacy jednym
z najbardziej reaktywnych utleniaczy, jest
prawdopodobnie jedng z najistotniejszych
przyczyn uszkodzen DNA. Glownymi
produktami oksydacyjnych uszkodzen
DNA sg: 8-hydroksyadenina (8-OH-Ade),
8-oksyguanina  (8-oksy-Gua), 5,6-dihy-
droksy-5,6-dihydrotymina (glikol tyminy,
Tg) oraz uszkodzenia pierscieni zasad:
4.,6-diamino-5-formamidopirymidyna
(FapyAde) i 2,6-diamino-4-hydroksy-5-
formamidopirymidyna (FapyGua) [6,7].
Przyktady uszkodzer i ich konsekwencje

komorki Opisane sa w tabeli 2

mutageneza
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Tabela 2. Oksydacyjnye uszkodzenia DNA iich wptyw na procesy komérkowe; opracowane na podstawie [124].

Rodzaj uszkodzenia Efekt Opis

Pomimo ze Tg nie posiada znaczacego potencjatu mutagennego, moze

zablokowanie

glikol tyminy (Tg) replikacji

doprowadzi¢ do zablokowania replikacji w odlegtosci jednego nukleotydu przed
lub za uszkodzeniem [125]; réwniez w okreslonym kontekscie zasad, tj. 5-C(Tg)

C-3' oraz 5'-C(Tg)A-3' moze prowadzi¢ do tranzycji T~*C z czesto$cia 0,4%
Obecno$¢ 5-OHMUra w DNA nie prowadzi do mutacji punktowych

5-hydroksymetylo-

uracyl (5-OHMUra) delecja

natomiast wywotuje delecje w komérkach ssakéw, ktére nie sa spowodowane
niewtasciwym wbudowaniem nukleotydéw czy ztym sparowaniem, lecz

wynikiem proceséw naprawczych (BER) poprzez udziat glikozylazy [126]

niestabilno$¢
mikrosatelitamego
niezidentyfikowane uszkodzenia DNA (MI),

heterozygotycznosci

W normalnych komérkach dtugos$é powtdérzonych sekwencji DNA (mikrosatelitame
DNA, MI) jest stata, natomiast w komérkach nowotworowych dtugosé ta moze by¢
zmienna. Ml jest wynikiem uszkodzeA DNA ijest zwigzana z kilkoma rodzajami
utrata nowotworéw; zwiazek pomiedzy oksydacjg a MI zostat potwierdzony w badaniach,
gdzie indukowano niestabilno$¢ a takze LOH poprzez wprowadzanie mutacji w

(LOH) sekwencji powtdrzonego DNA droga oksydacyjnego uszkadzania DNA [127,128]

Epigenetyczne efekty oksydacyjnych uszkodzen DNA

RFT same w sobie stanowig rodzaj czasteczek uczestniczacych w sygnalizacji

sygnalizacja komérkowa

wewnatrzkomoérkowej, jednak pozostaje w sferze przypuszczen hipoteza,
iz stres oksydacyjny jest w stanie doprowadzi¢ do powstania takiej

ilosci RFT, ktéra moze nastepnie zmieni¢ ekspresje genéw [129]

Wykazano, iz obecnos¢ 8-oksy-dG w rejonie promotorowym genéw moze wptynaé
na wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych [130]; obecno$¢ jednej reszty 8-oksy-dG

w rejonie wigzania czynnika trariskrypcyjnego AP-1 w obszarze promotorowym
genow moze catkowicie zatrzymaé wigzanie tego czynnika a tym samym zablokowaé

kontrola transkrypcyjna

transkrypcje; rejony promotorowe bogate w GC stanowig czesty cel RFT; substytucja
dG przez 8-oksy-dG w sekwencji rozpoznawanej przez czynnik transkrypcyjny

Spl prowadzi do zaburzenia jego wigzania [131], a nastepnie do patologicznych
konsekwencji; hipoteze te wspierajg badania wykazujace zaburzenie wigzania
Spl oraz NF-kB w nerkach oraz watrobie szczuréw chorujacych na cukrzyce,
co przypisuje sie uszkodzeniom DNA spowodowanym przez RFT [132]

Dotychczas najlepiej poznang oksydacyjng modyfikacja
DNA o wiasciwosciach mutagennych jest 8-oksy-2'deoksygu-
anozyna (8-oksy-dG) znana tez i opisywana jako forma tauto-
meryczna 8-hydroksy-2'deoksyguanozyna (8-OH-dG). 8-OH-
dG w warunkach fizjologicznych jest mniej stabilna. Wystepu-
je ona w dwoch formach: anty i syn. Forma syn moze tworzy¢
stabilne pary zasad z adening i prawdopodobnie z guaning [8].
Podczas procesu replikacji DNA moze dojs¢ do wiaczenia na-
przeciw 8-oksy-dG adeniny, co po dwdch rundach replikacyj-
nych prowadzi do transwersji G—T. Takze zasady obecne w
trifosfodeoksynukleotydach moga wchodzi¢ w reakcje z WRT.
Dla przyktadu 8-oksy-dGTP jest substratem dla polimeraz
DNA. Mozliwos$¢ btednego parowania zmodyfikowanej oksy-
dacyjnie guaniny moze prowadzi¢ do jej wbudowywania na-
przeciw adeniny inastepnie po trzech rundach replikacyjnych
do substytucji A—C.

Analizujac zawarto$¢ 8-oksy-dG w moczu oszacowano,
iz w pojedynczej komdrce cztowieka moze powstawac na-
wet kilkaset takich modyfikacji w ciggu doby [9], Pamieta-
jac, iz modyfikacja guaniny jest jedng z bardzo wielu moz-
liwych zmian mutagennych indukowanych przez RFT na-
lezy przypuszczaé, iz wiekszo$¢ oksydacyjnych uszkodzen
DNA jest badz to skutecznie usuwana przez systemy napra-
wy DNA, badz jest usytuowana w nieaktywnej czesci geno-
mu. W przeciwnym razie ilos§¢ uszkodzeA DNA w komorce
szacowana przez Amesa i Golda na 105w ciggu doby [10],
niechybnie doprowadzitaby do $mierci komorki. Jednakze
pewna cze$¢ promutagennych uszkodzen moze znajdowac
sie w obrebie genow supresorowych i onkogenow i, jesli nie
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jest naprawiona, moze prowadzi¢ do transformacji nowo-
tworowej komorki.

NAPRAWA OKSYDACYJNYCH
MODYFIKACJI/USZKODZEN DNA

Dzieki dziataniu komoérkowych mechanizméw naprawy
DNA takich jak naprawa przez wycinanie zasad azotowych
(BER, ang. Base Excision Repair), naprawa przez wycinanie nu-
kleotydéw (NER, ang. Nucleotide Excision Repair) czy naprawa
niesparowanych nukleotydéw (MMR, ang. Mis-Match Repair),
bez zaktocen moga przebiegac fizjologiczne procesy komar-
kowe. Jednoczesnie, co jest istotne z punktu widzenia analizy
proceséw naprawczych, produkty dziatania enzymow na-
prawczych wydalane sg z organizmu wraz z moczem. Nasze
badania przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie Biochemii
Klinicznej CM UMK wykazaty np., ze w moczu 0séb stosu-
jacych diete nierestrykcyjng (zawierajgcg wszystkie sktadniki
zywieniowe) ilos¢ 8-oksy-Gua wynosi 1,87 nmol/kg w ciggu
doby, co odpowiada powstawaniu okoto 1000 czasteczek tej
potencjalnie mutagennej modyfikacji w kazdej sposréd 60 bi-
liondw komoérek budujacych organizm cztowieka, a ilo$¢ po-
wstajacej 8-oksy-dG wynosi 0,83 nmol/kg w ciggu doby [11].
Badania prowadzone w ramach programu ESCODD (ang.
European Standards Committee for Oxidative DNA Damage), w
ktorych uczestniczyta nasza pracownia, wskazujg na obecnosé
kilku zmodyfikowanych zasad/106dG w komérkowym DNA
cztowieka, co odpowiada obecnosci nieco wiecej niz 103tych
modyfikacji w pojedynczej komodrce cztowieka [12], Z potgcze-
nia obu tych faktéw wynika, ze 8-oksy-Gua jest bardzo efek-
tywnie usuwana z komorek budujgcych organizm cztowieka.
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Z biologicznego i klinicznego punktu widzenia znaczgcym jest
fakt, ze 8-oksy-dG, bedac swoistym znacznikiem oksydacyj-
nych uszkodzeh DNA, ma dziatanie mutagenne.

NAPRAWA DNA PRZEZ WYCINANIE
ZASAD AZOTOWYCH (BER)

BER uwazana jest za zasadniczg S$ciezke usuwania i
naprawy uszkodzeh oksydacyjnych. Proces ten angazu-
je specyficzne enzymy posiadajace okreslone spektrum
substratéw, usuwajgce (wycinajace) uszkodzong zasade
pozostawiajgc miejsce apurynowe/apirymidynowe (AP).
Naprawa 8-oksy-dG realizowana jest poprzez mechanizm
zwany systemem ,,GO". Pierwszg linig obrony stanowi fos-
fohydrolaza hMTHI (ludzki homolog biatka MutT), ktora
usuwa 8-oksy-GTP z puli nukleotydéw komdrkowych za-
pobiegajgc tym samym jego wbudowaniu do DNA. Druga
linig jest wiasciwa naprawa typu BER inicjowana przez gli-
kozylaze. Zasadniczym enzymem odpowiadajagcym za pier-
wotng reakcje usuwania 8-oksy-dG z DNA w komorkach
cztowieka jest glikozylaza 8-oksy-dG (hOGGI) [13,14]. En-
zym ten dziata poprzez sciezke naprawy typu ,,short patch”
(,mata tata") i posiada specyficznos¢ w stosunku do par
8-oksy-Gua:C w dwuniciowym DNA. Badania strukturalne
hOGGI wykazaly, iz posiada ona dwie izoformy okreslane
jako a- i (3-hOGGI, przy czym izoforma a kolokalizuje z ja-
drem komdrkowym a izoforma p z btong wewnetrzng mi-
tochondriéw [15,16], gdyz system BER naprawia nie tylko
DNA jadrowe, ale réwniez mitochondrialne.

W celu zbadania roli OGG1 i ewentualnie innych niz BER
Sciezek naprawy DNA w usuwaniu 8-oksy-Gua, poziom tej
modyfikacji w moczu zostat przeanalizowany u myszy z wy-
taczonym genem OGG1 w poréwnaniu ze zwierzetami typu
dzikiego [17]. Przy zatozeniu, Zze OGGI jestjedyna glikozyla-
23, ktorej aktywnos¢ generuje 8-oksy-Gua, nalezy oczekiwag,
ze poziom tej modyfikacji w moczu myszy OGGI'Ibedzie ob-
nizony (przyjmujac zatozenie, ze system oparty o aktywno$¢
glikozylalzy OGGI jest gtlbwnym mechanizmem naprawy
uszkodzen oksydacyjnych generujagcym 8-oksy-Gua). Wyni-
ki naszych badan pokazaty obnizenie poziomu 8-oksy-Gua
w moczu u myszy OGGI'T o okoto 26% w poréwnaniu ze
zwierzetami typu dzikiego [17]. Wyniki te sugeruja, iz pomi-
mo istotnej roli, jakg odgrywa OGGI w generowaniu 8-oksy-
Gua, istnieje alternatywna $ciezka niezalezna od tego enzy-
mu, ktdra takze prowadzi do uwalniania 8-oksy-Gua. Ponie-
waz poziom 8-oksy-Gua obnizyt sie zaledwie o 26% mozna
wnioskowadg, iz alternatywna $ciezka efektywnie rekompen-
suje niedobér OGGI. W zwiazku z tym, ze nie zaobserwo-
wano jednocze$nie znaczgcego wzrostu poziomu podsta-
wowego 8-oksy-Gua w komérkowym DNA myszy OGGI7/,
dane te jasno dowodzg istnienia alternatywnej $ciezki ogra-
niczajacej poziom 8-oksy-Gua w DNA, ale nie zwigzanej z
uwalnianiem samej zmodyfikowanej zasady. Mechanizm ten
prawdopodobnie potrafi zastgpi¢ (przynajmniej czesciowo)
OGGI w zwierzetach z wytgczonym genem OGGI i nie jest
wykluczonym, iz jest nim naprawa przez naciecie nukleoty-
du (NIR, ang. nucleotide incision repair), ktérego rola w usuwa-
niu 8-oksy-Gua wcigz pozostaje w sferze badan [18,19],

Usuwanie 8-oksy-Gua przez mechanizm typu BER jest
uzupetniona przez przynajmniej dwa inne procesy: napra-
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we niesparowanych zasad z udziatem biatka hAMYH (ludz-
kiego homologu biatka MutY) oraz zapobieganie niew#asci-
wego whudowywania nukleotydu z udziatem hMTHI.

NAPRAWA NIESPAROWANYCH NUKLEOTYDOW
ORAZ ZAPOBIEGANIE NIEWEASCIWE]
INKORPORACJI NUKLEOTYDU

Innym rodzajem glikozylazy jest hMYH, ktéra usuwa zle
sparowang adenine umieszczong naprzeciw 8-oksy-Gua.
To biedne sparowanie moze pojawié sie badz to w wyni-
ku niewtasciwego wbudowania 8-oksy-dGTP naprzeciw
adeniny w nici matrycowej, badz jako wynik whudowania
dATP naprzeciw nienaprawionej 8-oksy-Gua obecnej takze
w nici matrycowej. Usuniecie przez hMYH niewtasciwie
wbudowanej dA inicjuje naprawe poprzez BER, w kt6-
rej polimeraza naprawcza [3z wiekszg czesto$cig wstawia
dCTP naprzeciw 8-oksy-dG w poréwnaniu z polimerazami
replikacyjnymi, dajagc tym samym hOGGI szanse usuniecia
uszkodzenia. Podobnie usuniecie niewtasciwie wbhudowa-
nej 8-oksy-Gua naprzeciw dA obecnej w nici matrycowej
moze by¢ dokonane przez glikozylaze OGG2, ktorej aktyw-
no$¢ nakierowana jest na nowosyntezowang w replikacji
ni¢ DNA. Ta specyficznos$¢ dotyczaca rodzaju nici DNA ma
ogromne znaczenie, poniewaz samo usuniecie dA w nici
matrycowej przez hMYH nie eliminuje prawdopodobien-
stwa wystgpienia mutacji.

Dla odmiany, hMTHI dziata na wczedniejszym etapie
blokujac btedne wbudowanie 8-oksy-Gua do DNA poprzez
degradowanie 8-oksy-dGTP do 8-oksy-dGMP oraz pirofos-
foranu. Powszechnie uwaza sig, ze 8-oksy-dGMP jest osta-
tecznie degradowany do 8-oksy-dG i wydalany [20]. Wciaz
jednak istnieje niewiele dowodow na to, ze 8-oksy-dG jest
bezposrednim produktem naprawy DNA tj. uwolnionym z
DNA jako deoksynukleozyd a nie zasada [21]. Inng nowo
odkryta glikozylazg jest glikozylaza-1 typu Nei, ktora usu-
wa 8-oksy-Gua z niewtasciwych par z G oraz A. Jej aktyw-
nos$¢ wskazywaé¢ moze na kolejny rodzaj sciezki, w ktérej
zle sparowane uszkodzenie jest usuwane drogg naprawy
DNA zwigzanej z transkrypcja lub replikacja [22].

ROLA OKSYDACYJNYCH USZKODZEN
DNA W CHOROBACH

CHOROBY NOWOTWOROWE

Obecnie w petni uwzglednia sie udziat oksydacyjnych
uszkodzen DNA w procesie mutagenezy. Wystagpienie mu-
tacji w genach supresorowych i/lub w onkogenach moze
prowadzi¢ do inicjacji, promocji i progresji procesu kance-
rogenezy. Wyniki badan potwierdzajg, ze WRT indukujg
mutacje w genach supresorowowych p53 oraz onkogenie
Ha-ras [12]. W przypadku genu p53 mutacja w kodonie 248
(CGG) jest najczestsza mutacjg w kilku nowotworach wy-
stepujacych u cztowieka. Transwersje GC—TA, typowe dla
btednego parowania 8-oksy-Gua, sg bardzo czesto przyczy-
ng mutacji genu supresorowego p53 komérek raka ptuc i
protoonkogenu ras w przypadku raka watroby u cztowieka
[12]. Inne badania pokazuja, ze zmodyfikowane zasady w
DNA moga by¢ jednym z czynnikéw decydujacych o po-
tencjale metastatycznym nowotwordw [23]. Nasze badania
dotyczace miegsniaka macicy (guz tagodny) wykazaty pod-
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wyzszony poziom 8- oksy-Gua w tkance nowotworowej w
poréwnaniu do tkanek wolnych od zmian nowotworowych.
Badania te wykazaty rowniez dodatnig korelacje pomiedzy
rozmiarem guza i poziomem 8-oksy Gua w DNA. Poniewaz
stwierdzono zalezno$¢ miedzy ztosSliwieniem nowotworu
i rozmiarem guza, moze to oznaczaé, ze wysoki poziom
8-oksy-Gua i prawdopodobnie innych zmodyfikowanych
zasad jest czynnikiem determinujgcym transformacje guza
tagodnego w posta¢ nowotworu ztosliwego [24]. Znacznie
podwyzszony poziom 8-oksy-dG w tkankach nowotwo-
rowych w porownaniu z odpowiadajgcymi im tkankami
prawidtowymi stwierdzono réwniez w nowotworach ptuc
palaczy [25]. Zaobserwowano takze wzrost poziomu 8-oksy
-dG wraz z liczbg wypalanych papieroséw w ciggu jedne-
go dnia [26]. Rowniez w nowotworach zotadka, jajnikow i
mozgu wykazano istotne zmiany zawartosci 8-oksy-dG w
poréwnaniu z odpowiadajagcymi im obrzezami wolnymi od
zmian nowotworowych [25]. Tabela 3 przedstawia zmiany
poziomu oksydacyjnych uszkodzeh DNA w réznych nowo-
tworach.

Zwiekszony poziom stresu oksydacyjnego w komdrkach
nowotworowych moze wynikaé z faktu, iz komérki nowo-
tworowe czesto wykazujg znacznie obnizong aktywnos¢
niektérych enzymoéw antyoksydacyjnych w poréwnaniu z
komérkami prawidtowymi. Niskie aktywnos$ci dysmuta-
zy ponadtlenkowej i katalazy mogg prowadzi¢ do stresu
oksydacyjnego, ktérego skutkiem moga byé uszkodzenia
DNA w komérkach nowotworowych. W celu wykazania
zaleznosci pomiedzy oksydacyjnymi uszkodzeniami DNA,
a aktywnoscig enzymoéw antyoksydacyjnych w tkankach
nowotworowych i w tkankach wolnych od zmian nowo-
tworowych zbadany zostat poziom zmodyfikowanych za-
sad oraz aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i
peroksydazy glutationowej w prawidtowych i zmienionych
nowotworowo tkankach ptuc cztowieka. W badaniach tych
stwierdzono wyzszy poziom uszkodzen DNA w tkankach
nowotworowych w poréwnaniu z obrzezami wolnymi od
zmian nowotworowych, szczegblnie zmiany te dotyczyly
poziomu 8-oksy-Gua i 8-oksy-Ade. Aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych byta jednocze$nie nizsza w tkance no-
wotworowej [27]. Podobne zmiany stwierdzono w tkankach
stercza pochodzacych od pacjentéw z tagodnym rozrostem
prostaty, jednak tylko u czesci badanych pacjentéw [28].

Zwiekszona produkcja RFT w nowotworach

Ostatnio stwierdzony zostat interesujacy fakt, ze przy-
najmniej niektore linie komdrek nowotworowych pro-
dukuja znaczace ilosci H,0 2bez egzogennej indukcji przy
jednoczesnym znacznie podwyzszonym poziomie oksyda-
cyjnych uszkodzen DNA, obserwowanym w tych komor-
kach. H,0., tatwo dyfunduje przez btony komérkowe i, jak
wyjasniliSmy wczesniej, moze by¢ przeksztatcany w forme
wolnorodnikowg 'OH w obecnosci metali grup przejscio-
wych (gtdwnie zelaza Fe+) w przebiegu reakcji Fentona.
W naszych badaniach wykazaliSmy dodatnig korelacje po-
miedzy poziomem tzw. wolnej puli zelaza (zelaza, kt6re nie
jest silnie zwigzane z biatkami) i endogennym poziomem
8-oksy-dG w limfocytach cztowieka [29], Wynik ten wska-
zuje na mozliwo$¢é wystepowania reakcji Fentona w pobli-
zu komorkowego DNA, co moze generowac oksydacyjne
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uszkodzenia tej molekuty. Inne wyniki badan [30] wykazuja
zwigzek miedzy poziomem wolnego zelaza w osoczu pa-
cjentéw chorych na hemochromatoze a zwiekszonym ryzy-
kiem rozwoju choroby nowotworowej, co moze sugerowac,
ze podwyzszony poziom zelaza w organizmie moze by¢
czynnikiem predysponujagcym do rozwoju nowotworow
[31,32], W wiekszo$ci nowotwordéw cztowieka stwierdza sie
duzg liczbe mutacji oraz niestabilno$¢ genomu. Na przyktad
w DNA pojedynczej komorki izolowanej z guza nowotwo-
rowego jelita grubego stwierdza sie obecnos¢ nawet 11000
mutacji. Jednym ze zrédet tych licznych mutacji moga by¢
uszkodzenia DNA wywotane dziataniem RFT.

Jednym z rezultatow podwyzszonego poziomu RFT jest
konstytutywna aktywacja czynnikdw transkrypcyjnych, a
tym samym gendw podlegajacym ich kontroli, (réwniez ge-
néw kontrolujgcych proliferacje), co w potaczeniu z zwiek-
szonym poziomem uszkodzen DNA tworzy presje selekcyj-
ng w kierunku fenotypu charakterystycznego dla raka [33],
Podczas gdy liczne badania zdajg sie potwierdza¢ hipote-
ze o roli stresu oksydacyjnego w procesie kancerogenezy,
wcigz dyskutowana jest hipoteza dotyczaca bezposrednie-
go udziatu 8-oksy-dG w DNA w indukcji zmian nowotowo-
rowych. Trzeba takze pamietaé, ze istnieje pokazna liczba
innych standéw patologicznych, w ktérych wystepuje pod-
wyzszony poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA, jednak-
ze nie prowadzi to do kancerogenezy (Tab. 3). Tym samym
kwestia zwigzku pomiedzy oksydacyjnymi uszkodzeniami
DNA a procesem kancerogenezy rodzi nastepujgce hipote-
zy, watpliwnos$ci i pytania:

1. Czy oksydacyjne uszkodzenia DNA mogg stanowic
swoisty epifenomen towarzyszacy procesom patofizjolo-
gicznym, a ich podwyzszony poziom nie odgrywa roli w
procesie kancerogenezy?

2. ,Przyczyna czy skutek?" — czesto wykrywany pod-
wyzszony poziomu oksydacyjnych uszkodzen DNA w
nowotworach nie musi wskazywac¢ na to, iz stal sie on
przyczyna zmian nowotworowych. Podwyzszony poziom
uszkodzen moze by¢ efektem zmian charakterystycznych
dla komoérek nowotworowych (wzmozony metabolizm,
wieksza czesto$¢ podziatdw komoérkowych czy wspomnia-
na zmniejszona aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych).

3. Czy uszkodzenie oksydacyjne musi dotyczy¢ koduja-
cego regionu DNA, by prowadzito do powstania mutacji ?

Jedynie rozstrzygniecie powyzszych kwestii moze do-
prowadzi¢ do poznania rzeczywistego zwigzku pomiedzy
oksydacyjnymi uszkodzeniami DNA a nowotworem.

Zmiany w naprawie DNA w nowotworach

Zwigkszona produkcja RFT moze prowadzi¢ do zwiekszo-
nego poziomu oksydacyjnych uszkodzen DNA, ale réwniez
moze prowadzi¢ do obnizenia syntezy i/lub aktywnosci enzy-
mow usuwajgcych takowe uszkodzenia. Istniejg wyniki badan
sugerujace obnizenie aktywnosci procesow naprawy DNA
(rézne szlaki) u pagentéw cierpigcych na raka [34]: 1). U pa-
cjentdéw z rakiem ptuc wykazano utrate heterozygotycznosci w
locus genu hOGGI [35,36] z towarzyszagcym podwyzszeniem
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Tabela 3. Oksydacyjne uszkodzenia DNA w wybranych nowotworach oraz stanach przedrakowych; opracowane na podstawie [124],

Podwyzszony
Nowotwor poziom

uszkodzenl
ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) T/-*

biataczka/chtoniak limfocytarny
T-komérkowy dorostych, ostra t
biataczka i zesp6t mieloblastyczny

rak skory zwigzany z
tlenkiem arsenu (I11)

rézne nowotwory: gwiazdziak

wioknisty (FA; mozg); rak ptuc (LC);

rak zotagdka (MC) rak jajnika (OC); T
rak okreznicy i odbytnicy (CRC)

rak piersi oraz inwazyjny,

przewodowy rak piersi T
rak jelita grubego T
rak oraz gruczolakorak zotagdka t
rak jajnikow oraz szyjki macicy i inne
nowotwory ginekologiczne T
rak watroby oraz guz zarodkowy

watroby (hepatoblastoma) T
rak ptuc T
rak migzszu nerki T

Opis

eznaczgco podwyzszony poziom FapyGua, 8-oksy-Gua, FapyAde, 8-oksy-Ade, 5-OH-
Cyt, 5-hydroksy-5-metylohydantoiny (5-OH-5-MeHyd) oraz 5-hydroksyhydantoiny
(5-OH-Hyd) w DNA z limfocytéw ALL (p<0,05) w poréwnaniu z grupa kontrolng
eznaczaca réznica w poziomie 8-oksy dG w moczu i DNA limfocytéw T pomiedzy
biataczka/chtoniakiem dorostych a grupg kontrolng (p<0,05); brak znaczacej réznicy w
poziomie 8-oksy-dG pomiedzy chioniakiem, ostra biataczkg i zespotem mieloblastycznym
estatystycznie znaczacy wzrost poziomu 8-oksy-dG (p<0,001) w chorobie

Bowena, raku Bowena oraz rogowaceniu stonecznym w poréwnaniu z
odpowiadajagcym im stanom niezwigzanym z tlenkiem arsenu (111)

*znaczaco wyzszy poziom (p<0,05) nastepujacych uszkodzen:

5-OH-5-MeHyd - LC, CRC, OC

5-OH-Hyd - FA, LC, CRC, MC, OC

5-OH-MeUra - LC, MC, OC

5-OH-Cyt - LC,0OC

5,6-diOH-Ura - FA, LC, CRC, MC, OC

FapyAde —FA, LC,

8-oksy-Ade - FA, LC, MC, OC

ksantyna —LC, MC, OC

2-OH-Ade - FA, LC, MC, OC

FapyGua —FA, LC, MC, OC

8-oksy-Gua —FA, LC, CRC, MC, OC; uwaga: za wyjatkiem raka ptuc

(n=2) tylko po jednym pacjencie z danego typu nowotworu

estatystycznie znaczgco wyzszy (p<0,0001) poziom 8-oksy-dG w DNA

z tkanki nowotoworowej w poréwaniu ze zdrowg tkanka

epoziom 8-oksy-dG znaczaco (p<0,001) podwyzszony w tkance nowotworowej
inwazyjnego, przewodowego raka piersi; rGwniez znaczaco wyzszy

(p=0,007) w tkance nowotworowej ERa(+) w poréwnaniu z ERa(-)

eznaczaco podwyzszony poziom 8-oksy-dG w DNA pochodzacym z pierwotnego
gruczolakoraka w poréwnaniu z otaczajaca tkanka nierakowg (p<0,005); ten sam wynik
potwierdzony réwniez metodami immunohistochemicznymi

eznaczaco podwyzszony poziom 8-oksy-dG w DNA pochodzacym z limfocytéw
pacjentéw z nowotworem w poréwnaniu z kontrolami

eznaczaco podwyzszony poziom 8-oksy-dG (p<0,005) w DNA pochodzacym z tkanki
nowotoworowej w poréwnaniu z normalng btong $luzéwki

eznaczgca korelacja pomiedzy poziomem 8-oksy-dG w limfocytach a $miertelno$cia u
mezczyzn z nowotworem (r=0,91, p<0,05)

epoziom 8-oksy-dG znaczgco podwyzszony w DNA pochodzgcym z chorych tkanek
pacjentow z przewlektym zanikowym zapaleniem zolgdka (p=0,0009), metaplazjg
jelitowa (p=0,035) czy infekcjg H. pylori (p=0,001) w pordwnaniu z kontrolami

silna negatywma korelacja (r=-0,92, p=0,01) pomiedzy wystepowaniem raka zotgdka u
kobiet a poziomem 8-oksy-dG w limfocytach

eznaczaco podwyzszony poziom 8-oksy-dG w DNA z tkanki nowotworowej
gruczolakoraka ijej obrzeza w poréwnaniu ze zdrowg tkanka (p<0,001)

eznaczaco (p<0,05) podwyzszony poziom 8-oksy-dG w moczu pacjentek w poréwnaniu
z kontrolami

eznaczaco podwyzszony poziom formamidowych pochodnych pirymidyn oraz Tg w
krwinkach biatych pacjentek z rakiem jajnikéw (n=19) w poréwnaniu z kontrolami (n=16)
poziom 8-oksy-dG w DNA pochodzacym z raka szyjki macicy zaréwno z tkanki o niskim
i wysokim stopniu dysplazji znaczaco (p<0,001) podwyzszony w poréwnaniu ze zdrowg
tkanka; brak korelacji z infekcjg HPV

estatystycznie znaczaco (p<0,005) podwyzszony poziom 8-oksy-dG w DNA z tkanki
okotorakowej w poréwnaniu z tkankg rakowa; pacjenci z przerzutami do watroby oraz
z alkoholowg chorobg watroby w ostatnim stadium wykazali brak réznicy pomiedzy
wymienionymi tkankami

epozytywne barwienie immunohistochemiczne dla 8-oksy-dG w wycinkach watroby
pochodzacych od 5 pacjentow

epoziom 8-oksy-dG w DNA z limfocytéw znaczaco wyzszy (p<0,05) w poréwnaniu z
kontrolami

epodwyzszony poziom 8-oksy-dG w DNA pochodzacym z tkanki nowotworowej w
poréwnaniu z normalng tkankg ptucna

epoziom 8-oksy-dG w DNA z tkanki nowotworowej znaczaco wyzszy (p<00005) w
poréwnaniu z normalng tkankga

1Oznacza statystycznie znaczacy wzrost poziomu uszkodzen w poréwnaniu z grupg kontrolng. —»Oznacza brak réznicy miedzy nowotworem a

kontrolg.
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poziomu 8-oksy-dG; 2). Sugeruje sie, iz polimorfizmy w ge-
nach kodujgcych enzymy naprawcze DNA moga mie¢ zwig-
zek z r6znym poziomem wydajnosci naprawy uszkodzen [37],
Ponadto niektére badania sugerujg zwigzek polimorfizméw w
genie OGGL1 z powstawaniem raka ptuc [38], jednakze kwestia
ta pozostaje dyskusyjna [39].

W badaniu z udziatem naszego zespotu [40] dokonano po-
miaru wszystkich kluczowych parametrow opisujacych oksy-
dacyjne uszkodzenia DNA. Badania zostaty przeprowadzone
na pacjentach z drobnokomérkowym rakiem ptuc (wszyscy
pacjenci byli palaczami) oraz grupach kontrolnych. Zmierzo-
ny zostat poziom 8-oksy-Gua oraz 8-oksy-dG w moczu oraz
poziom 8-oksy-dG w DNA leukocytdw. Poziom 8-oksy-Gua
w DNA leukocytdw pochodzgcym od pacjentéw z rakiem byt
znaczaco wyzszy niz w grupach kontrolnych (pacjenci vs. pa-
lacze, p < 0,03 oraz pacjenci vs. niepalgcy, p <0,001). Poniewaz
jednocze$nie poziom oksydacyjnych uszkodzerin DNA ozna-
czanych w moczu (produktow naprawy DNA) byt podobny
u pacjentéw i w grupach kontrolnych, prawdopodobnym wy-
daje sie, iz zwiekszony poziom 8-oksy-dG w DNA leukocy-
téw pochodzacym od pacjentéw z rakiem ptuc jest wynikiem
obnizonego poziomu naprawy DNA (najprawdopodobniej
naprawy poprzez wycinianie zasad). Hipoteze tg wsparty ana-
lizy aktywnosci glikozylazy 8-oksy-Gua u palaczy. Catkowita
aktywno$¢ hOGGI byta nizsza w grupie palaczy z rakiem w
poréwnaniu z palaczami wolnymi od choroby. Dodatkowo
wykazano, iz myszy z wytgczonym genem mOGGI sg bar-
dziej predysponowane do rozwoju raka ptuc, a takze wykazu-
jg akumulage 8-oksy-Gua w DNA [41].

W celu lepszego zrozumienia roli oksydacyjnych uszko-
dzen DNA w rozwoju raka phuc, trzy zasadnicze parame-
try oceny oksydacyjnych uszkodzern i naprawy DNA byty
badane u pacjentow z drobnokomdrkowym rakiem phuc:
ilos¢ 8-oksy-Gua w DNA oraz aktywno$s¢ OGGI i 8-oksy-
dGTPazy w tkance nowotworowej raka ptuc ijej obrzezach
[42]. Wyniki badania wykazaty, iz aktywnos¢ glikozylazy
byta nizsza w tkance nowotworowej w poréwnaniu z nor-
malng tkankg ptuca (p < 0,001). Odmiennie przedstawia-
ta sie sytuacja w przypadku hydrolitycznej aktywnosci
8-oksy-dGTPazy, ktora byta wyzsza w tkance rakowej w
porownaniu z normalng tkanka ptucng, bedac jednoczesnie
o trzy rzedy wyzsza w poréwnaniu z aktywnoscia glikozy-
lazy. Wyniki te jasno wskazujg, iz r6zne elementy systemu
,GO" uczestniczg w utrzymaniu poziomu 8-oksy-Gua w
ludzkim DNA, z kluczowym udziatem procesu usuwania
8-0ksy-dGTP z komérkowej puli nukleotydowej [42].

Podsumowujac, przedstawione wyniki badan jasno su-
geruja znaczaca role stresu oksydacyjnego w procesie kan-
cerogenezy, jednak problem, w jakim stopniu oksydacyjne
uszkodzenia DNA wptywajg bezposrednio na procesy no-
wotworzenia nie zostat jeszcze doktadnie zbadany. Nie-
mniej jednak mozna na tym etapie pokusi¢ sie o wniosek,
iz uszkodzenia DNA moga by¢ bardziej zwigzane z proce-
sem inicjacji nowotworzenia niz jego promocji.

STANY ZAPALNE | CHOROBY AUTOIMMUNOLOGICZNE

Zwigzek pomiedzy zapaleniem a stresem oksydacyj-
nym jest dobrze udokumentowany [43], Znane sg liczne
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jednostki chorobowe, w ktérych zaobserwowano pod-
wyzszony poziom 8-oksy-dG. Sa to m.in.: chroniczne za-
palenie watroby [44], zapalenie watroby typu C [45] oraz
atopowe zapalenie skéry. Odpowiedz uktadu immunolo-
gicznego moze prowadzi¢ do aktywacji leukocytéow, co w
konsekwencji prowadzi do zwiekszonego zuzycia tlenu,
a tym samym do zwiekszonej produkcji RFT (takich jak
rodnik ponadtlenkowy czy nadtlenek wodoru) i uszko-
dzen DNA. Dowodow potwierdzajgcych tg hipoteze do-
starczajg wyniki badan Dizdaroglu i wsp. [46], ktorzy
wykazali, iz ekspozycja komodrek na oddziatywanie ak-
tywowanych leukocytéw prowadzi do uszkodzen DNA
podobnych do tych wywotanych przez rodnik hydrok-
sylowy. W innych pracach wykazano réwniez, iz ekspo-
zycja DNA na dziatanie aktywowanych neutrofili w po-
zywce zawierajacej jony metali spowodowato tworzenie
8-oksy-Gua poprzez $ciezke blokowang przez inhibitory
peroksydazy, katalaze, dysmutaze ponadtlenkowa czy
oksykwasy [47],

Chroniczne zapalenie, a tym samym stres oksydacyj-
ny, jest blisko zwigzane z patogenezg takich choréb auto-
immunologicznych jak: reumatoidalne zapalenie stawdw
[48] czy toczen rumieniowaty uktadowy [49]. W przy-
padku przewlekiego zapalenia, produkcja wolnych rod-
nikéw nie tylko prowadzi do uszkodzen tkanki tacznej,
ale rowniez do oksydacyjnych modyfikacji biomolekut,
ktére jak sie obecnie przypuszcza, stajg sie antygenami,
przeciw ktéorym produkowane sg auto-przeciwciata, co
w konsekwencji prowadzi do statej reakcji autoimmu-
nologicznej [50], Chroniczne zapalenie moze by¢ blisko
zwigzane z kancerogenezg [51], chociaz mamy niewiele
dowodoéw wskazujacych na to, ze pacjenci z chronicz-
nym stanem zapalnym, takim jak toczen rumieniowaty,
majg zwiekszone ryzyko rozwoju raka [52]. Jednakze do-
Swiadczenia pokazujg, iz DNA z limfocytdw pacjentéw
z reumatoidalnym zapaleniem staw6w, toczniem rumie-
niowatym oraz chorobg Beheeta i waskulopatig (sinicze
zapalenie naczyn) zawiera podwyzszony poziom 8-oksy
-dG. Dodatkowo, limfocyty pochodzace od pacjentéw z
reumatoidalnym zapaleniem stawow i toczniem rumie-
niowatym sg bardziej wrazliwe na cytotoksyczne dziata-
nie nadtlenku wodoru [53]. Obecnie szacuje sie, ze chro-
niczne zapalenie moze by¢ czynnikiem rozwoju ok. 1/3
wszystkich przypadkéw nowotwordw na Swiecie [54,55].
Ponizej podajemy przyktady chordb zwigzanych z zapa-
leniem prowadzgcych do rozwoju nowotwordw.

Wrzodziejace zapalenie okreznicy

Wrzodzejgce zapalenie okreznicy (CU, tac. colitis ulce-
rosa) nalezy do grupy nieswoistych zapalen jelita i jest
przyktadem choroby zwigzanej z chronicznym zapale-
niem oraz z ryzykiem rozwoju raka jelita grubego. Btona
$luzowa jelita grubego pacjentéw z wrzodzejacym zapa-
leniem okreznicy wykazuje objawy charakterystyczne dla
standéw zapalnych wraz ze zwiekszong produkcjg RFT i
zmniejszong ochrong antyoksydacyjng [56], Oksydacyjne
uszkodzenia DNA w btonie $luzowej pacjentow z wrzo-
dzejagcym zapaleniem okreznicy akumulujg sie w czasie
trwania choroby iosiggajg swdj najwyzszy poziom w naj-
bardziej dysplastycznych zmianach chorobowych [57],
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Infekcje spowodowane bakterig Helicobacter pylori

Infekcje wywotane H. pylori nalezg do grupy gtdwnych
czynnikow w etiologii nowotworow zotadka. Podobnie jak
w CU, tak iw tym przypadku chroniczne zapalenie spowo-
dowane infekcjg bakteryjna prowadzi do zwiekszonej pro-
dukcji RFT, a w konsekwencji do oksydacyjnych uszkodzen
DNA ikancerogenezy [58]. Zwiekszony poziom oskydacyj-
nych uszkodzeri DNA zostat wykazany w tkance zotgdka
we wczesnych etapach infekcji spowodowanej H. pylori [59],

Zapalenie watroby

Chroniczna infekcja spowodowana wirusami zapalenia
watroby typu B (HBV) i C (HCV) moze prowadzi¢ do roz-
woju nowotworu watroby. Wykazano, iz biatko rdzeniowe
wirusa HCV (p22) indukuje rozwdj raka watroby u trans-
genicznych myszy, a tym samym mozna przypuszczaé, ze
podobny efekt jest mozliwy u ludzi [60]. Jednym z mozli-
wych wyjasnien tego procesu jest indukcja stresu oksyda-
cyjnego poprzez biatko rdzeniowe wirusa. Wykazano, iz
jedng z konsekwencji syntezy biatka rdzeniowego jest za-
lezny od wieku wzrost stresu oksydacyjnego w watrobie
transgenicznych myszy. Stres ten wystepuje niezaleznie od
procesu zapalnego i moze by¢ bezposrednio zaangazowany
w rozwo6j raka watroby. Wykazano takze, iz biatko rdzenio-
we HCV moze nie tylko indukowac produkcje RFT w hepa-
tocytach, ale takze wzmaga¢ ich produkcje pod wptywem
stymulatoréw zwiazanych z rozwojem raka watroby takich
jak alkohol czy stan zapalny [60].

Przewlekta infekcja HCV lub HBV moze prowadzi¢ do
akumulacji 8-oksy-dG w hepatocytach [61]. Wart wspo-
mnienia jest fakt, iz infekcja ta jest zwigzana ze wzrostem
proliferacji komorek, co moze przyczyniac sie do utrwale-
nia uszkodzen 8-oksy-dG w postaci mutacji, tgczac oksyda-
cyjne uszkodzenie DNA z rozwojem raka watroby.

Infekcja wywotana wirusem HIV

Komérki zainfekowane wirusem HIV produkujg znaczne
ilosci 0 2 [62], ktéry to rodnik, w potaczeniu z niedoborem
kluczowych enzymoéw oraz witamin antyoksydacyjnych
moze prowadzi¢ do ciezkiego stresu oksydacyjnego u pa-
cjentéw HIV-pozytywnych. Dotychczasowe badania poka-
zuja, ze ilos¢ oksydacyjnie modyfikowanych zasad w DNA
izolowanym z limfocytéw pacjentéw HIV-pozytywnych
bez objawoéw chorobowych jest znacznie wyzsza w porow-
naniu z pacjentami HIV-negatywnymi. Ponadto, wykazano
réwniez, ze suplementacja witaminami antyoksydacyjnymi
moze zredukowaé poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA
[63]. Pomimo iz nie ma watpliwosci, ze HIV jest przyczy-
nag AIDS to jednak mozna przypuszcza¢, ze oksydacyj-
ne uszkodzenia DNA moga prowadzi¢ do apoptotycznej
$mierci limfocytdw u pacjentow z infekcjag HIV, co z kolei
moze prowadzi¢ do progresji AIDS [63],

CHOROBY UKLADU KRAZENIA
Miazdzyca naczyn wiericowych, ze wzgledu na udziat
RFT w rozwoju ptytki miazdzycowej [64,65], moze by¢

rowniez rozpatrywana w kategorii choréb o podtozu chro-
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niczno-zapalnym, mimo iz rola uszkodzeh DNA w procesie
rozwoju miazdzycy wcigz pozostaje niejasna.

Pomimo niewielu badan poswieconych oksydacyjnym
uszkodzeniom DNA w chorobach krazenia, jednym z bar-
dzo znaczacych doniesien byta publikacja Collinsa i wsp.
[66], ktorzy wykazali korelacje (r = 0,95, p < 0,01) pomie-
dzy przebiegiem choroby wiefAcowej (wczesnymi etapami)
u mezczyzn populacji europejskiej a poziomem 8-oksy-dG
w limfocytach tych pacjentow. Ponadto, poziom 8-oksy-dG
byt znaczaco wyzszy w grupie pacjentéw z chorobg wienco-
wa w poréwnaniu z grupg kontrolng (p <0,009). Oczywiscie
z badan tych nie mozna wnioskowa¢, iz podwyzszenie po-
ziomu 8-oksy-dG jest bezposrednio odpowiedzialne za roz-
woj choroby, ale moze on wskazywac na warunki oksyda-
cyjne w tkankach peryferyjnych, gdzie limfocyty przebywa-
ja przez znaczna cze$¢ swojego zycia. Sugeruje sie rowniez,
ze mutacje DNA mogg odgrywac role w etiologii zaréwno
formowania ptytki miazdzycowej jak i raka [67,68]. Ptytka
miazdzycowa w $cianach tetnic zawiera réwniez, posrod
wielu komponentéw, limfocyty [64]. Zatem mozliwym wy-
daje sie udziat mutacji w rozwoju miazdzycy [69],

W literaturze obecne sag dowody dotyczace roli utlenionej
formy LDL w rozwoju miazdzycy [65]. Ostatnio wykazano,
iz utleniona forma LDL (ale nie niemodyfikowana czastecz-
ka) prowadzi do obnizenia poziomu ekspresji i/lub aktyw-
nos$ci enzymdw naprawy typu BER. Przyjmujac, iz BER jest
zaangazowany w usuwanie 8-oksy-Gua z DNA, mozliwym
wydaje sie, iz utleniona forma LDL, dziatajgc supresyjnie na
naprawe DNA, moze podwyzszac ilo$¢ 8-oksy-dG w DNA
limfocytéw. Dodatkowo wykazano, iz witamina C razem z
witaming A i tokoferolem chroni przed obnizeniem pozio-
mu enzymoéw naprawy DNA [70], Podobnie, w zwierzecym
modelu miazdzycy zwiekszony poziom 8-oksy-dG w DNA
makrofagéw piankowatych generowany dietag wysokocho-
lesterolowa, ulega obnizeniu po diecie niskolipidowej [71].
Podobny efekt wykazano w odniesieniu do komaérek zwia-
zanych z ptytkg miazdzycowa [72], Takze wyniki naszych
badan wskazujg na zwigzek zaréwno stresu oksydacyjnego
jak i oksydacyjnych modyfikacji DNA z miazdzycg [73].

USZKODZENIA NIEDOKRWIENNO-REPERFUZYJNE

Wykazano, iz w wyniku przeprowadzonej transplantacji
watroby u szczuréw doszto do wzrostu poziomu glikolu ty-
midynowego (Tg) w moczu oraz, ze wysoki poziom Tg byt
zwiazany z lepszym przyjeciem sie przeszczepionej tkanki.
Wyzszy poziom Tg w moczu wykazano roéwniez u pacjen-
tébw po transplantacji nerek [74], co prawdopodobnie byto
efektem uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego. Do-
datkowo, badania Lofta i wsp. [75] wykazaty wzrost oksyda-
cyjnych uszkodzern DNA w moczu $win po transplantacjach.

STARZENIE

W 1956 roku Harman przedstawit wolnorodnikowg teo-
rie starzenia. Zgodnie z ta teorig uszkodzenia DNA spowo-
dowane dziataniem RFT uwazane sg za gtéwna i pierwotng
przyczyne starzenia sie. Wiekszo$¢ badan testujacych te teo-
rie przeprowadzanych jest na hodowlach komaérkowych lub
modelach zwierzecych, gtdwnie na gryzoniach. W licznych
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badaniach, przedstawionych ponizej, wykazano wiekszg po-
datno$¢ komorek starszych zwierzat na dziatanie induktoréw
stresu oksydacyjnego. Zaobserwowano takze zwiekszenie
wraz z wiekiem liczby oksydacyjnych uszkodzer jadrowego
i mitochondrialnego DNA.

Badania hodowli komdérkowych wykazaty, ze w starzeja-
cych sie fibroblastach cztowieka powstaje kazdego dnia 4-krot-
nie wiecej 8-oksy-dG, w porédwnaniu z mtodymi komarkami,
a staty poziom 8-oksy-dG w DNA jest o okoto 35% wyzszy
w starych komdrkach w poréwnaniu z komérkami mtodymi
[76], Wczesniejsze prace Hayflicka [77] wykazaty, iz komorki
hodowlane in vitro, w tym fibroblasty cztowieka, maja okreslo-
ny limit podziatow komérkowych. Hayflick zaohserwowat, ze
po okresie szybkiego wzrostu in vitro tempo proliferacji komoé-
rek gwattownie spada. Komoérki ostatecznie wchodzg w faze
catkowitego zahamowania podziatéw. Jednakze w starych or-
ganizmach wiele komérek jest w dalszym ciggu zdolnych do
podziatéw. Charakterystyczna jest odwrotna korelacja miedzy
liczbg podziatéw, do jakiej zdolne sg komoérki w hodowli in
vitro a wiekiem organizmu ich dawcy [78].

W tym aspekcie interesujgce sg wyniki badan in vitro po-
ziomu 8-oksy-dG w DNA diploidalnych fibroblastéw czto-
wieka (TIG-1) w réznych stadiach starzenia [79]. Mianowicie
stwierdzono znaczacy wzrost zawartosci 8-oksy-dG w DNA
starzejagcych sie komérek (50 podziatéw, 1,6 x ICfF68-OHdG/
dG) w poréwnaniu z komérkami mtodymi (22 podziaty, 0,5 x
ICf68-OHdG/dG). W tych samych badaniach stwierdzono, ze
znaczaco obnizyta sie aktywno$¢ mechanizméw naprawczych
podczas starzenia komorek in vitro. Zjawiskiem tym mozna thu-
maczy¢ wzrost poziomu 8-oksy-dG wraz z wiekiem komorek.

W réznych narzadach organizmu cztowieka i wielu
zwierzat doswiadczalnych zaobserwowano wraz z wie-
kiem wzrost poziomu oksydacyjnych uszkodzen jadrowe-
go i mitochondrialnego DNA np. w mézgu cztowieka [80]
i watrobie szczura [81]. Poziom oksydacyjnych uszkodzen
DNA byt w tych przypadkach 10-krotnie wyzszy w mito-
chondriach w poréwnaniu z DNA jadrowym. Co ciekawe,
wyzszy z wiekiem poziom uszkodzen DNA odnotowano u
szczuréw, ktérych dieta pozbawiona byta witaminy Ew po-
rownaniu ze zwierzetami, ktérych dieta zawierata te wita-
mine. Wyniki badan naszego zespotu [82] wykazaty dodat-
nig korelacje miedzy iloscig 8-oksydG w DNA leukocytow a
wiekiem badanych oséb. Jednoczesnie stwierdzono, ze po-
ziom witaminy C obniza sie wraz z wiekiem cztowieka, wy-
kazujac najwyzszg wartos$¢ u dzieci i miodziezy, najnizsza
za$ u 0s6b w podesztym wieku. Udokumentowano ponad-
to niewielki, aczkolwiek statystycznie istotny, wzrost po-
ziomu witaminy E oraz kwasu moczowego wraz z wiekiem
badanych os6b. Mozliwym wyjasnieniem obserwowanych
zmian poziomu witamin jest sekwencyjna inaktywacja an-
tyoksydantéw w odpowiedzi na intensyfikacje stresu oksy-
dacyjnego. Wykazano, ze obnizenie poziomu witaminy E
zwigzane z nasileniem proceséw oksydacyjnych wystepo-
wato dopiero po catkowitym zuzyciu witaminy C.

Wzrost poziomu markera wolnorodnikowych uszkodzen
DNA, jakim jest 8-oksy-dG, zwigzany jest z uposledzeniem
funkcji organéw (np. mézgu czy watroby) i wzrostem podat-
nosci komdrek na zmiany mutagenne [83]. Interesujgce sg wy-
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niki badan dotyczacych poziomu 8-oksy-dG w moczu gryzo-
ni i cztowieka. Wykazano w nich, ze w miare wzrostu wieku
organizmu obniza sie poziom wydalanej w moczu 8-oksy-dG
[84]. Jednoczesnie poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA u
osobnikéw starych jest wysoki. Dane te wskazuja, ze wraz z
wiekiem obniza sie znaczaco aktywnos$¢ enzymow odpowie-
dzialnych za naprawe 8-oksy-dG. Obecnie powszechnie przyj-
muje sie, ze usuwana z komorkowego DNA 8-oksy-dG jest
wydalana z moczem (patrz wyzej). Warto w tym miejscu przy-
pomnieé, ze w starzejacych sie organizmach znaczaco wzrasta
poziom grup karbonylowych biatek, np. w mézgu cztowieka i
zwierzat [85], Jedng z przyczyn zmian starczych w komorkach
moze by¢ zatem upos$ledzenie dziatania mechanizméw chro-
nigcych komorki przed toksycznym dziataniem RFT.

W badaniach przeprowadzonych na szczurach [86] wyka-
zano, ze 8-oksy-dG gromadzi sie w réznych narzgdach pod-
czas starzenia i poziom tej modyfikacji DNA rozni sie w zalez-
nosci od pici. Okazuje sie, ze liczba uszkodzen DNA znaczaco
wzrasta po osiggnieciu przez organizm okreslonego wieku.
Opisano dwukrotny wzrost poziomu 8-oksy-dG w jagdrowym
DNA (mozgu, serca, watroby, nerki) samcéw szczuréw w
wieku 30 miesiecy w poréwnaniu z osobnikami w wieku od
2 do 24 miesiecy. Znaczna akumulacja 8-oksy-dG jadrowego
DNA rozpoczyna sie u badanych zwierzat w wieku powyzej
24 miesiecy [83], W m6zgu cztowieka opisano wyrazny wzrost
poziomu 8-oksy-dG w mtDNA o0s6b w przedziale wiekowym
42-97 lat. Wzrost ten byt mniej wyrazny w DNA jadrowym.
Ciekawe jest, ze szczegdlnie wysoka akumulacje 8-oksy-dG w
mtDNA obserwowano u 0s6b powyzej 70 roku zycia. Stosu-
nek zawartosci 8-oksy-dG w mtDNA/jgdrowy DNA byt row-
ny 10 u os6b ponizej 70 roku zycia i wzrastat do wartosci 15
u 0s6b powyzej 70 roku zycia [80], Mitochondria sg najwiek-
szym zrodtem wolnych rodnikéw, a tempo utleniania DNA
tych struktur moze by¢ znacznie wyzsze niz DNA w jadrze
komorkowym. mtDNA jest szczeg6lnie podatny na dziata-
nie RFT poniewaz: a) mitochondria konsumujg -90% tlenu
przetwarzanego przez organizm, a 1-2% metabolizowanego
tlenu (chociaz wielkos¢ ta jest obecnie kwestionowana) ulega
konwersji do form wolnorodnikowych; b) czasteczki mtDNA
znajdujg sie w poblizu wewnetrznej btony mitochondrialnej,
w ktdrej system transportu elektronéw generuje RFT; ¢) DNA
mitochondriow nie jest zwigzany z biatkami histonowymi; d)
geny mitochondrialne sg stabiej chronione niz jadrowe przez
system naprawy DNA, ktéry jest jednak w nich obecny.

W miegéniu sercowym i miesniu przepony cztowieka wzra-
sta z wiekiem poziom 8-oksy-dG mitochondrialnego DNA
[87,88], Biatka mitochondriéw mieéni szkieletowych cztowie-
ka sg takze podatne na uszkodzenia indukowane przez RFT.
Zaobserwowano, ze tempo syntezy biatek mitochondrial-
nych w miesniach szkieletowych cztowieka znaczgco obniza
sie w starszych organizmach [89], W jednym z najnowszych
badarn potwierdzono wiekowo-zalezny wzrost poziomu
8-oksy-dG, dialdehydu malonowego (markera peroksydacji
lipidow) i grup karbonylowych biatek (markera utlenienia
biatek) w bioptatach miesni cztowieka [85].

W Swietle powyzszych danych mozna przypuszczaé,
ze atak utleniaczy tak na DNA, jak i biatka oraz lipidy jest
przyczyna postepujacego z wiekiem spadku wydolnosci
mitochondriéw. Gdy liczba uszkodzonych w ten sposéb
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mitochondriéw przekroczy pewng warto$¢ krytyczna, zro-
zumialy staje sie fakt niedostatku energii w komadrkach sta-
rzejgcego sie organizmu. W trakcie zycia cztowieka pogte-
bia sie nie-miazdzycowa dysfunkcja serca i innych tkanek
organizmu, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do zmian
starczych i Smierci organizmu.

METODY ANALIZY OKSYDACYJNYCH
USZKODZEN DNA

W zrost produkcji wolnych rodnikdw, a tym samym ilosci
uszkodzen oksydacyjnych DNA wystepuje, jak opisalismy
wczesniej, w wielu jednostkach chorobowych. Znaczenie
tychze uszkodzen w poszczegdlnych schorzeniach ciggle
nie jest wyjasnione, dlatego opracowanie/zastosowanie
wiasciwej metody ich pomiaru wydaje sie by¢ kluczowe.
Aby wykazaé znaczenia oksydacyjnych uszkodzen DNA
w okre$lonej jednostce chorobowej powinny by¢ spetnione
nastepujace warunki: 1) Oksydacyjne uszkodzenia DNA
powstajg w miejscu zmienionym patologicznie; 2) Czas po-
wstawania oksydacyjnych uszkodzen zbiega sie z czasem
patogenenzy; 3) Usuniecie uszkodzen lub ich ograniczenie
przynosi pozytywny efektw zapobieganiu lub leczeniu cho-
roby; 4) Indukcja oksydacyjnych uszkodzen w systemach
modelowych (zwierzecych) na poziomie wystepujgcym w
patologii cztowieka prowadzi do wystepowania wszystkich
lub wiekszos$ci symptomoéw choroby. Do analizy oksydacyj-
nych uszkodzehn DNA stosuje sie ponizej opisane techniki.

WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA
CIECZOWA (HPLC, ANG. HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMOTOGRAPHY)

Jednym z pierwszych analizowanych uszkodzen DNA
spowodowanych RFT byt glikol tymidinowy (Tg) [90], Juz w
latach 80 uzywano wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z detektorem UV (HPLC-UV) w celu identyfikacji i iloSciowej
analizy Tg w DNA poddanym dziataniu promieniowania y
[91]. Tg powstaje stosunkowo tatwo —ok. 50% oddziatywan
pomiedzy tyming a rodnikiem hydroksylowym konczy sie
powstaniem Tg. Dla poréwnania, 25% oddziatywan pomie-
dzy guaning a rodnikiem hydroksylowym daje w rezultacie
8-0ksy-dG. Jednak to wtasnie 8-oksy-dG przewaza ilosciowo
nad Tg w moczu myszy i cztowieka [92]. Zasadniczym po-
wodem tego stanu rzeczy jest wzgledna niestabilnos¢ Tg w
poréwnaniu z 8-oksy-dG [92], w konsekwencji czego czuto$é
metody HPLC-UV przy pomiarze Tg w moczu zawsze pozo-
stawata problematyczna [93]. Aby poprawi¢ czuto$¢ metody,
zmodyfikowano jg poprzez zastosowanie znakowanej radio-
aktywnie tyminy oraz zwiekszenie dawek promieniowania
w celu indukcji mierzalnej ilosci Tg [94],

Problem czuto$ci metod pomiaru oksydacyjnych uszko-
dzeh DNA zostat ostatecznie pokonany poprzez zastapienie
pomiaréw Tg pomiarami 8-oksy-Gua w jego deoksynukle-
ozydowej formie 8-oksy-dG w produktach trawienia DNA.
Pierwsze pomiary dokonano przy uzyciu HPLC z detekcja
elektrochemiczng (HPLC-EC). Na procedure tg sktadajg sie
nastepujace etapy: DNA jest ekstrahowany z komérek lub
tkanek, a nastepnie poddany enzymatycznemu trawieniu
do wolnych deoksynykleozydéw, ktére sg nastepnie roz-
dzielane z zastosowaniem HPLC w uktadzie odwrdconej
fazy. Poziom 8-oksy-dG jest mierzony droga detekcji elek-
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trochemicznej, ktéra to metoda daje 1000-krotnie wiekszg
czuto$¢ w poréwnaniu z metodg UV [92]. Metody uzywane
do badania 8-oksy-dG w DNA poddane zostaly skrupulat-
nym analizom wynikajacym z obawy, iz samo przygoto-
wanie probek moze by¢ zrédtem uszkodzen DNA, w tym
takze powstawania 8-oksy-dG. Zagadnienie to zostato pod-
jete przez ESCODD, ktore skupito swojg uwage na walidacji
metod ekstrakcji oraz hydrolizy DNA jako podstawowych
zrédet artefaktow. Efektem walidacji byto ulepszenie pro-
cesu przygotowania prébek do analizy, a w konsekwencji
redukcja artefaktow i optymalizacja metody HPLC-EC dla
analizy oksydacyjnych uszkodzen DNA [94], Metode HPL-
C-EC stosuje sie rdwniez do pomiaru 8-oksy-dG w moczu,
dodajac etap wstepnego oczyszczania moczu poprzez faze
statg [95] lub immunopowinowactwo [94], pozwalajace je-
dynie pozadanej frakcji dotrze¢ do detektora HPLC [96].

SPEKTROMETRIA MAS

Metody takie jak chromatografia gazowa — spektrometria
mas (GC-MS) dajg mozliwo$¢ analizy specyficznego profilu
uszkodzen DNA, co pozwala na efektywng charakterystyke
produktéw ataku rodnika hydroksylowego —zmodyfikowa-
nych zasad [97], Metoda GC-MS zostata uzyta wczes$niej do
ilosciowej analizy 8-oksy-Gua poprzez okre$lenie stosunku
zawartosci G i 8-oksy-Gua w DNA [99], GC-MS jest technikg
uniwersalng, pozwalajgcg na zaréwno detekcje 8-oksy-dG w
moczu, jak i wyekstrahowanym komdérkowym DNA [100].

Badania wykazujg, iz poziom 8-oksy-Gua oznaczany za
pomocg GC-MS jest wyzszy w poréwnaniu z innymi meto-
dami. W $wiezo izolowanych komaérkach poziom podsta-
wowy mierzony za pomocg GC-MS moze by¢ kilka-kilka-
dziesiagt razy wyzszy w poréwnaniu zwynikami uzyskany-
mi za pomocg HPLC/EC. Rézne czynniki mogg wptywac
na te istotng réznice pomiedzy metodami: 1) niekompletna
hydroliza enzymatyczna oksydacyjnie modyfikowanego
DNA, (HPLC/EC); 2) powstawanie artefaktow w trakcie
hydrolizy DNA z uzyciem kwasu mréwkowego i derywa-
tyzacji, ktére poprzedzajg analize GC-MS.

Aby unikngé tworzenia sie artefaktow podczas analizy
GC-MS, zaproponowane zostatlo rozwigzanie w postaci
uwolnienia zmodyfikowanych zasad z DNA za pomocg en-
zymoéw naprawczych (glikozylazy formamidopirymidyny
oraz endonukleazy IlI) w miejsce hydrolizy kwasowej [101].
Wykazano, ze po zastosowaniu tej modyfikacji poziom
uszkodzen jest poréwnywalny do najnizszych wartos$ci
uzyskanych innymi metodami (np. HPLC/EC, LC-MS/MS)
czynigc te technike wielce uzyteczng [102],

Ostatnio rowniez chromatografia cieczowa wraz z pojedyn-
czg lub tandemowg spektrometriag masowg (LC-MS lub LC-
MS/MS) zostata skutecznie uzyta do analizy oksydacyjnych
uszkodzen zarbwno w DNA [102,103] jak i moczu [104]. Takie
podejscie pozwala na wykorzystanie zalet LC/MS bez dodat-
kowych etapow zbierania frakcji i derywatyzacji probek.

ZNAKOWANIE RADIOAKTYWNYM 3P

Procedura znakowania 3P daje mozliwo$¢ detekcji szero-
kiego wachlarza produktéow uszkodzen takich jak Tg [105]

133



czy 8-oksy-dG [106,107]. Jednakze technika ta nalezy do cza-
sochtonnych (pojedyncza analiza zajmuje kilka dni) i ztozo-
nych, wigczajgc proces oczyszczania DNA, trawienia enzy-
mami, wzbogacania 8-oksy-deoksynukleotydem, dodawa-
nie znakowanego radioaktywnie fosforanu i chromatografie
cienkowarstwowa [108]. Podobna metoda znakowania z
uzyciem znacznika fluorescencyjnego zostata opisana dla
oznaczenia 8-oksy-dG analizowanego nastepnie iloSciowo z
uzyciem HPLC z konwencjonalnym detektorem fluorescen-
cji, co eliminuje konieczno$é stosowania znacznikdw radio-
aktywnych [109]. Pomimo wielu zalet, podczas ewaluacji
przeprowadzonej przez ESCODD technika znakowania nie
zostata zakwalifikowana jako wtasciwe narzedzie dla analiz
oksydacyjnych uszkodzen DNA.

IMMUNODETEKCJA OKSYDACYJINYCH
USZKODZEN DNA

Dotychczasowe proby opracowania metody analizy oksy-
dacyjnych uszkodzen DNA drogg immunodetekcji napoty-
katy powazne trudnosci spowodowane przede wszystkim
matg specyficznoscig przeciwciat. Dla przyktadu West i wsp.
[110] w badaniach radioimmunologicznych uzyli poliklonal-
nych przeciwciat celem detekcji cis Tg w DNA pochodzgcym
z bakterii Eschenchia coli po ekspozycji na promieniowanie
y. Kolejnym etapem udoskonalenia metod immunodetek-
cji byto stworzenie przeciwciat monoklonalnych wykrywa-
jacych Tg, co pozwolito na wzglednie czutg detekcje tego
uszkodzenia z uzyciem testu immunoenzymosorbcyjnego
(ELISA, ang. enzyme-linked. immunosorbent assay) w komor-
kach poddanych dziataniu promieniowania y lub w DNA
traktowanym H2 2[111,112]. Degan i wsp. [113] wyproduko-
wali przeciwciata poliklonalne anty-8-oksy-dG o duzym po-
winowactwie, opracowujac tym samym ulepszong metode
oczyszczania moczu drogg ekstrakcji do fazy statej, reduku-
jac ztozonosci analizy chromatogramu HPLC-EC. Przeciw-
ciata te zostaty takze uzyte do iloSciowej analizy 8-oksy-dG
w enzymatycznych hydrolizatach DNA w kompetycyjnym
badaniu radioimmunologicznym. Wyniki tych badan wyka-
zaty korelacje z wynikami analizy z uzyciem HPLC-EC. Oby-
dwie techniki posiadaja rowniez porownywalny limit detek-
cji dla 8-oksy-dG (badanie radioimmunologiczne: 63 fmol,
analiza HPLC-EC: 50 fmol). Podobny limit detekcji wykazaty
komercyjnie dostepny zestaw ELISA iHPLC w analizie DNA
pochodzgcym z grasic bydlecych, jednakze w badaniach tych
stosowano materiat o wysokim poziomie 8-OH-dG [114].

Niewatpliwie uzycie przeciwciat upraszcza analize 8-oksy-
dG w moczu. Metodyke z zastosowaniem przeciwciat rozsze-
rzyli i udoskonalili Park i wsp. [115] uzywajgc kolumny z mo-
noklonalnym przeciwciatem do analizy 8-oksy-dG w moczu,
osoczu i pozywce z hodowli tkankowej. Probe ilosciowej anali-
zy 8-oksy-dG w DNA z zastosowaniem przeciwciat poliklonal-
nych metodg slot-blot przeprowadzili Musarrat i Wani [116].
Badanie wykazato uzytecznos$¢ tej metody w detekcji zmodyfi-
kowanych zasad nawet w bardzo matych probkach DNA (ng).
Niewatpliwg wadg tej metody pozostaje konieczno$¢ ekstrak-
cji DNA z badanych komérek. Jak wspomnielismy wczesniej,
ekstrakcja DNA moze prowadzi¢ do powstawania artefaktow
-uszkodzen DNA, dlatego opracowanie metod pozwalajacych
na badanie oksydacyjnych uszkodzeh DNA in situ jest bardzo
pozadane. Yarborough i wsp. [117] opublikowali wyniki sku-
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tecznego uzycia monoklonalnych przeciwciat wyprodukowa-
nych przez Yin iwsp. [118] w immunocytochemicznej detekcji
i potilosciowej analizie 8-oksy-dG w traktowanych aflatoksyng
komarkach Bloraz w wycinkach tkanek. Metoda ta ma szeroki
potencjat aplikacyjny w badaniach oksydacyjnych uszkodzen
DNA.

Mimo iz limit detekcji wiekszosci dotychczas opracowa-
nych metod ELISA jest wyzszy od limitu detekcji 8-oksy-
dG mierzonego przez grupy zaangazowane w ESCODD,
ich uzycie ogranicza si¢ gtdwnie do oznaczania poziomu
uszkodzen w moczu [119]. Niewatpliwie, analiza immuno-
cytochemiczna in situ bedac jedynie metoda potiloSciowa,
ma powazng zalete, jakg jest mozliwo$¢ wskazania konkret-
nego miejsca wystepowania uszkodzenia w komérce lub
tkance. Nalezy jednak podkresli¢, ze specyficzno$é przeciw-
ciat uzywanych do detekcji 8-oksy-dG jest bardzo proble-
matyczna [120] i interpretacja wynikow testdw z zastosowa-
niem immunodetekcji jest w dalszym ciggu kontrowersyjna.

TEST KOMETKOWY

Metoda elektroforezy pojedynczych komorek w zelu agaro-
zowym (test kometkowy) zostata opracowana w celu analizy
integralnosci DNA na poziomie komorki [121]. Poniewaz do
testu kometkowego wymagana jest niewielka ilos¢ komorek,
metoda ta znalazta zastosowanie tam, gdzie wystepuje ogra-
niczona ilo$¢ materiatu biologicznego. Test opiera sie na lizie
komorek zanurzonych w zelu agarozowym umieszczonym
na szkietku mikroskopowym; liza usuwa biatka i lipidy ko-
morkowe pozostawiajgc nukleoid. Wysokie pH powoduje
rozwiniecie nukleoidéw; w polu elektrycznym DNA wedruje
w kierunku anody. Ruch DNA przypomina wéwczas kome-
te z jagdrem i ogonem (uszkodzone DNA), stad nazwa testu.
Przemieszczanie sie DNA do ogona komety jest tym wieksze,
im wiecej wystepuje w nim peknie¢ DNA —im dtuzszy ogon,
tym wiecej peknie¢ DNA.

Uzycie testu kometkowego w potgczeniu z glikozylazami
specyficznymi do danego uszkodzenia (np. biatko Fpg, wyci-
najace 8-oksy-Gua oraz formamidopirymidyny; endonukle-
aza Ill, wycinajgca utlenione pirymidyny, np. glikolu tyminy)
pozwala na wprowadzenie peknie¢ do DNA. Wzrost dtu-
gosci ogona kometki oznacza wprowadzenie dodatkowych
uszkodzen DNA/peknie¢ DNA poprzez dziatanie glikozylaz.
Poréwnanie testu kometkowego z innymi metodami analizy
oksydacyjnych uszkodzeh DNA przez ESCODD wykazato, ze
test ten pozwala na detekcje najmniejszej ilos¢ 8-oksy-dG (~0,8
8- oksy-Gua na 106G) [122] w pordéwnaniu z metodami chro-
matograficznymi. Nalezy jednak pamietac, ze test kometkowy
jest metodg posrednig oznaczania oksydacyjnych uszkodzen
DNA; pozwala jedynie na analize miejsc wrazliwych na Fpg/
Endo IIL

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Wcigz brak jest peinej odpowiedzi na pytanie, dlaczego
ewolucja wigczyta w metabolizm komaérek proces powsta-
wania wolnych rodnikéw. Tlen, ktory jest przeciez niezbed-
ny dla funkcjonowania organizmdw aerobowych, staje sie
jednoczednie czynnikiem zagrazajacym funkcjonowaniu
czy nawet istnieniu komorek poprzez reakcje RFT z ich
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sktadnikami, prowadzac do modyfikacji i uszkodzen bio-
molekut. Szczegdlne niebezpieczenstwo dla uktadéw biolo-
gicznych niosg ze sobg oksydacyjne uszkodzenia DNA.

W naszej pracy probowaliSmy wykaza¢ zwigzek stresu
oksydacyjnego, a zwtaszcza oksydacyjnych uszkodzen DNA
z patogenezg. Stres oksydacyjny indukowany przez RFT uwa-
zany jest nie tylko za jeden z gtéwnych czynnikow etiologicz-
nych choréb nowotworowych, ale takze schorzen uktadu kra-
zenia oraz stanéw ischemii/reperfuzji, choréb neurodegene-
racyjnych, standw zapalnych i infekcji (zakazenia Helicobacter
pylon, wirusem zapalenia watroby typu B i C, wirusem HIV)
czy tez naturalnego procesu starzenia organizmu.

Pomimo wielu wynikéw doswiadczen omdwionych w
naszej pracy, dowodzacych iz podwyzszony poziom oksy-
dacyjnych uszkodzeri DNA towarzyszy licznym jednostkom
chorobowym, wciaz bez odpowiedzi pozostaje wazne pytanie
czy uszkodzenia te sa bezposrednig przyczyng opisanych cho-
réb, czy raczej skutkiem toczacych sie proceséw chorobowych.
Wraz z wieloma autorami cytowanych prac uwazamy, ze w
ogromnej wiekszo$ci oméwionych przypadkéw uszkodzenia
DNA pojawiajg sie jako wynik stresu oksydacyjnego, ktéry
jest skutkiem toczacych sie procesow chorobowych. Dobrym
przyktadem sg tutaj stany zapalne oraz infekcje, ktérym stany
zapalne towarzyszg. Zdecydowanie bardziej ztozong kwestig
pozostaje wktad wolnorodnikowych uszkodzen DNA w pro-
ces transformacji nowotworowej komérki. Dotychczasowe
wyniki badan pozwalajg stwierdzi¢, ze wolne rodniki tlenowe
mogga by¢ jednym z uniwersalnych czynnikéw decydujacych
0 procesie transformacji nowotworowej komorki poprzez
swoOj mutagenny chrakter. Obecnos$¢ 8-oksy-dG moze rowniez
przyczynia¢ sie¢ do modyfikacji metylacji genomu, a w konse-
kwencji prowadzi¢ do zmiany ekspresji genéw i indukcji pro-
cesu kancerogenezy [123].

Pomimo wymienionych pytan i watpliwosci dotyczacych
roli oksydacyjnych uszkodzen DNA w procesach chorobo-
wych z pewnoscig cieszy fakt, ze posiadamy coraz wiecej
skutecznych metod i technik pomiaru i identyfikacji tychze
uszkodzen. Zanim jednak ilosciowa i jakosciowa analiza oksy-
dacyjnych uszkodzen DNA stanie sie uzytecznym klinicznie
narzedziem prewencji, diagnozy, oceny stopnia zaawansowa-
nia czy progresji choroby, a wreszcie czynnikiem decydujgcym
0 rodzaju terapii, metody te muszg by¢ w peini zewaluowane
lzwalidowane. Koniecznym jest, aby towarzyszyto temu pet-
niejsze zrozumienie roli RFT i uszkodzen oksydacyjnych w
patogenezie.
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ABSTRACT

Oxidative damage DNA is an inevitable, natural consequence of cellular metabolism resulting from formation of reactive oxygen species (ROS) in-
cluding free oxygen radicals. However, the level of the damage may increase under conditions of oxidative stress, arising from exposure to a variety
of physical or chemical insults. In this review we present the mechanisms by which oxidative damage to DNA may lead to pathological processes
involved in the development of cancer, cardiovascular diseases and ageing. Furthermore, we describe mechanisms of DNA repair which play a key
role in maintaining cellular function upon DNA insult. Among over 20 identified and described oxidative modifications of DNA bases only one
derivative, namely 8-ox0-2'-deoxyguanosine (8-0xo-dG), has become a subject of intense research. Therefore, we are presenting methods of 8-oxo0-dG
detection as a marker of oxidatively damaged DNA.
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Oksydacyjne uszkodzenia mitochondrialnego
DNA —przyczyna czy skutek zwiekszonej
produkcji reaktywnych form tlenu

STRESZCZENIE

roces starzenia wedtug mitochondrialnej teorii starzenia si¢ organizmoéw zwigzany
Pjest z gromadzeniem uszkodzen mitochondrialnego DNA (mtDNA), wywotanych bez-
posrednim sasiedztwem tancucha transportu elektronéw, zrédta reaktywnych form tlenu.
W réd najczesciej generowanych uszkodzen sg mutacje punktowe, jako produkt utleniania
pirymidyn i puryn, zarébwno tranzycji jak i transwersji, a takze delecje, rzadziej insercje.
Uszkodzenie mtDNA skutkuje czesto dysfunkcjg komorki gtdwnie z powodu zmniejszenia
zawartosci wewngatrzkomérkowego ATP, ktdrego synteza odbywa sie w obecnos$ci enzymoéw
przezen kodowanych. Istniejg dowody na to, ze mutacje mitochondrialnego DNA pojawia-
ja sie podczas nasilonej produkcji reaktywnych form tlenu generowanych wcze$niejszymi
mutacjami. Zwiekszona produkcja reaktywnych form tlenu zamyka w ten sposéb samona-
pedzajacy sie cykl: RFT<->mutacje mtDNA.

WPROWADZENIE

Generowanie reaktywnych form tlenu towarzyszy produkcji czasteczek ATP,
w trakcie przeptywu elektronéw gtéwnie przez dwa z pieciu komplekséw en-
zymatycznych (kompleks 1i lll). Kiedy stezenie utleniaczy przekracza potencjat
antyoksydacyjny komorki dochodzi do zaburzenia rownowagi redukcyjno-ok-
sydacyjnej (redoks), co staje sie przyczyng modyfikowania gtdwnie sktadnikow
biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych, a w rezultacie uszkodzenia szeregu
struktur wewnatrzkomorkowych. Niejednokrotnie, produkty degradacji powo-
dujg w sposdb posredni lub bezposredni nekroze komorek, a w mniej drastycz-
nych przypadkach indukujg apoptoze, starzenie sie komorki lub proces nowo-
tworzenia.

O ile pula wewngtrzkomorkowych biatek i lipidéw ulega cyklicznej wy-
mianie (sg syntetyzowane de novo, a niepotrzebne lub uszkodzone sg usuwane
poza komorke lub podlegaja procesowi wewnatrzkomdrkowej degradacji), o
tyle kwasy nukleinowe mogg podlegac jedynie naprawie dzieki obecnosci od-
powiednich systemoéw naprawy DNA, ktorych elementy sg réwniez kodowane
przez sekwencje nukleotydéw nici DNA. Dlatego tez uszkodzenia DNA geno-
mowego, biorgc pod uwage ilos¢ zawartej w nim informacji genetycznej, wydaja
sie najbardziej niebezpieczne z punktu widzenia komérki i catego organizmu.
Jednak jedna z teorii starzenia przypisuje kluczowg role w tym procesie akumu-
lacji uszkodzenn DNA mitochondrialnego. Chociaz mtDNA koduje tylko 13 bia-
fek, to znaczenie mutacji w obrebie genéw je kodujacych, ze wzgledu na fakt, ze
sg to biatka wchodzace w sktad tancucha oddechowego, okazato sie mie¢ wplyw
na metabolizm ifunkcjonowanie catej komérki. Defekt tancucha transportu elek-
tronéw wigze sie nie tylko z obnizeniem zdolnosci do syntezy ATP, ale takze ze
wzrostem ilosci generowanych reaktywnych form tlenu.

MITOCHONDRIA - ORGANELLE GENERUJACE
REAKTYWNE FORMY TLENU (RFT)

Funkcje biologiczng mitochondriéw komérek eukariotycznych mozna wiasci-
wie sprowadzi¢ do dostarczania komdrce ATP oraz regulacji procesu apoptozy
poprzez uwalnianie czynnikdw proapoptotycznych. Fosforylacji oksydacyjnej
towarzyszy generowanie reaktywnych form tlenu w czasie transportu elektro-
noéw w obrebie tafcucha oddechowego. Od 1 do 2% tlenu wykorzystywanego
do syntezy ATP jest przeksztatcane w anionorodnik ponadtlenkowy w wyniku
jego jednoelektronowej redukcji [1],

UDZIAL KOMPLEKSOW ENZYMATYCZNYCH W
GENEROWANIU REAKTYWNYCH FORM TLENU

W sktad tancucha oddechowego wchodzg cztery kompleksy enzymatyczne,
ktorych zadaniem jest transport elektronéw zgodny z gradientem ich potencja-
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téw redoks. Elektrony przenoszone sg z uktadu o nizszym
do uktadu o wyzszym potencjale redoks. Donorem elek-
tronéw i protonow sg zredukowane nukleotydy (NADH,
FADH?2, a ich akceptorem jest tlen czgsteczkowy, ktérego
czteroelektronowa redukcja prowadzi do powstania czg-
steczki wody. Kompleks | tworzy para oksydoreduktaza
NADH:ubichinon, kompleks Il — oksydoreduktaza bursz-
tynian:ubichinon, kompleks 11l —oksydoreduktaza ubichi-
nokcytochrom c, a w sktad kompleksu IV wchodzi oksydo-
reduktaza cytochromu c (oksydaza cytochromowa) i tlen.
Dodatkowo, wyr6zniany jest kompleks V, ktory stanowi
syntaza ATP, wykorzystujgca gradient stezenia protonéw
powstajacy po przeciwnych stronach wewnetrznej btony
mitochondrialnej podczas transportu elektronéw do groma-
dzenia energii w postaci adenozynotrifosforanu.

Produktem ubocznym fosforylacji oksydacyjnej jest
anionorodnik ponadtlenkowy, produkt jednoelektronowej
redukcji tlenu czasteczkowego, mozliwej dzieki wycieko-
wi elektrondw, gtéwnie w trakcie reakcji w obrebie kom-
plekséw 1i Il [2], Ubichinol, petnigcy w obrebie kompleksu
Il role donora elektron6éw, przenosi elektrony na tlen cza-
steczkowy obecny po obu stronach wewnetrznej btony mi-
tochondrialnej, natomiast kompleks | uwalnia anionorod-
nik ponadtlenkowy wytgcznie do macierzy mitochondrial-
nej. Udziat poszczegélnych kompleksow w generowaniu
anionorodnika zalezy od rodzaju tkanki oraz wydajnosci
oddechowej mitochondriow znajdujacych sie w jej komor-
kach. Podczas szybkiego przeptywu elektronéw, przy wy-
sokiej wydajnosci syntezy ATP, czesciowej depolaryzacji
wewnetrznej btony mitochondrialnej i obnizonej wartosSci
stosunku stezen NADH/NAD+(np. w mitochondriach mie-
$nia sercowego), za uwalnianie anionorodnika ponadtlen-
kowego odpowiada gtdwnie kompleks Ill, przy czym liczba
powstajagcego produktu jest proporcjonalna do szybkosci
przeptywu elektronéw. Kiedy jednak tempo transportu
elektronow isyntezy ATP jest niskie, a stezenie zredukowa-
nych nukleotydéw wysokie, to anionorodnik jest generowa-
ny gtéwnie przez kompleks I.

Chociaz dehydrogenaza bursztynianowa wchodzgca w
sktad kompleksu Il jest flawoproteing, teoretycznie zdolng
do jednoelektronowej redukcji tlenu, to dotychczas nie po-
twierdzono faktu uwalniania anionorodnika ponadtlenko-
wego przez kompleks 1l [3],

DEHYDROGENAZA a-KETOGLUTARANOWA
- ALTERNATYWNE ZRODLO REAKTYWNYCH
FORM TLENU W MITOCHONDRIACH

Badania przeprowadzone w ciggu ostatniej dekady po-
zwolity na identyfikacje dodatkowego zrodta reaktywnych
form tlenu w macierzy mitochondrialnej. Wykazano, ze
dehydrogenaza a-ketoglutaranowa posiada zdolno$¢ do
katalizowania reakcji, ktorej produktem jest m.in. nadtle-
nek wodoru [4]. Szybko$¢ generowania nadtlenku wodo-
ru jest wprost proporcjonalna do wartosci stosunku stezen
NADH/NAD+ kiedy w $rodowisku znajdujg sie wszystkie
substraty i koenzymy niezbedne do dziatania enzymu. Po-
nadto, wyniki doswiadczen potwierdzajg udziat dehydro-
genazy w hamowaniu aktywnoséci kompleksu 1, co takze
przyczynia sie posrednio do uwalniania reaktywnych form
tlenu przez mitochondria [5].

140

DALSZE LOSY ANIONORODNIKA
PONADTLENKOWEGO W KOMORCE

Anionorodnik ponadtlenkowy w zaleznosci od rodzaju
kompleksu, ktory go generuje w macierzy mitochondrialnej
(kompleks 1'i ) lub w przestrzeni miedzybtonowej mito-
chondriéw (kompleks Ill) jest szybko usuwany przez mi-
tochondrialng (MnSOD, k = 1,3X109M ’s 1) lub cytoplazma-
tyczna (Cu/ZnSOD, k =2,3X109M V 1) dysmutaze ponad-
tlenkowa, a jednym z produktow tej reakcji jest nadtlenek
wodoru. Rodnik moze rowniez ulega¢ spontanicznej reakcji
dysproporcjonowania, jednak state szybkosci tej reakcji w
pH ~ 7,4 sa o kilka rzedéw nizsze (k ~ 105M V J) [6]. Jedna
z mozliwosci usuniecia nadtlenku wodoru sa reakcje katali-
zowane przez katalaze iwewnatrzkomorkowe peroksydazy
(peroksydaza glutationowa, peroksyredoksyny). W obec-
nosci jonow metali przejsciowych nadtlenek wodoru ulega
redukcji, w wyniku ktorej powstaje rodnik hydroksylowy,
jeden z najsilniejszych biologicznych utleniaczy (E'0= 2,31
V). State szybkosci jego reakcji z r6znymi czasteczkami bio-
logicznymi moga nawet osiggna¢ warto$¢ rzedu 10n M'V1
Wartosci standardowych potencjatéw redoks: E'o(02 0 2)=
-0,33 V, E'o (Oy /H D 2= 1,0 V wskazujg, ze anionorodnik
ponadtlenkowy moze petni¢ zarowno role utleniacza, jak
i reduktora, w zaleznosci od uktadu i stezenia zwigzkow,
z ktorymi reaguje. Rodnik utlenia¢é moze NADH, ale takze
redukowac atom zelaza cytochromu c. State szybkosci reak-
cji anionorodnika ponadtlenkowego z poszczeg6lnymi ele-
mentami budulcowymi czasteczek biologicznych sg wyzsze
niz nadtlenku wodoru, chociaz potencjat redoks tego dru-
giego charakteryzuje wieksza wartos¢ (E'0= 1,32 V). Sto-
sunkowo mata reaktywno$¢ nadtlenku wodoru sprawia,
ze moze on dyfundowaé¢ na znaczna odlegto$¢ od miejsca
powstania i swobodnie przenikaé przez btony biologiczne.

OKSYDACYJNE MODYFIKACJE mtDNA

REAKTYWNE FORMY TLENU A MUTACIJE
MITOCHONDRIALNEGO DNA

Aktywnos$¢ mitochondriéw maleje wraz z wiekiem orga-
nizmu. Wykazano, ze aktywnos$é enzymow wchodzacych w
sktad tancucha oddechowego zmniejsza sie proporcjonalnie
wraz z wydtuzaniem czasu zycia, czemu towarzyszy stop-
niowe ograniczanie wydajnosci syntezy ATP oraz zwiek-
szanie ilosci uwalnianego anionorodnika ponadtlenkowego
[7]. Potwierdzajg to badania, ktore wykazaty, ze wewnatrz-
komdrkowy poziom reaktywnych form tlenu ro$nie wraz
z liczbg podziatéow fibroblastow cztowieka w hodowli [8].
Wzmozong ich produkcje zaobserwowano w przebiegu
wielu choréb (choroby sercowo-naczyniowe, miazdzyca
tetnic, chroniczne stany zapalne), szczeg6lnie tych, w ktoé-
rych kluczowg role odgrywajg oksydazy NADPH lub mie-
loperoksydaza. Reaktywne formy tlenu, podobnie jak reak-
tywne formy chloru i azotu powodujg uszkodzenia bialek,
lipidow i kwasow nukleinowych dzieki stosunkowo wyso-
kiej wartosci potencjatu redoks. Bezpos$rednim dowodem
potwierdzajagcym cytotoksyczne wiasciwosci tych utlenia-
czy sa wyniki badahA przeprowadzone na muszkach owo-
cowych. Wykazaty one, ze $redni czas zycia owadow jest
odwrotnie skorelowany z tempem generowania w ich tkan-
kach anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru
[9], Wiasciwosci genotoksyczne reaktywnych form tlenu
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przejawiajg sie gtdwnie poprzez zdolno$¢ do indukowania
oksydacyjnych modyfikacji zasad azotowych, ale takze po-
jedynczych anawet podwdéjnych peknie¢ heliksu DNA, kté-
re powstajg gtownie, jako efekt dziatania rodnika hydrok-
sylowego. Role reaktywnych form tlenu w uszkodzeniach
mitochondriéw potwierdzajg badania przeprowadzone na
zwierzetach z wyciszong catkowicie lub czesciowo ekspre-
sja genu kodujacego mitochondrialng dysmutaze ponad-
tlenkowag, ktdra jest pierwszg i jedyng enzymatyczng linig
obrony mitochondriéw przed dziataniem anionorodnika
ponadtlenkowego. Myszy pozbawione MnSOD charak-
teryzowata wysoka $miertelno$¢ w grupie noworodkow,
kardiomiopatia rozszerzeniowa, dysfunkcja mitochon-
driéw oraz zwiekszony poziom oksydacyjnych uszkodzen
sktadnikow mitochondridw. Mysie heterozygoty (SOD2+)
z czesciowym niedoborem MnSOD (30-60%) wykazywaty
obnizong aktywno$¢ mitochondriow spowodowang gtow-
nie hamowaniem kompleksu | oraz zwigzany z tym wzrost
ilosci uwalnianego anionorodnika ponadtlenkowego. Ba-
dania in vitro wykazaty bowiem, ze reaktywne formy tlenu
powodujgc obnizenie aktywnosci enzymdéw wchodzacych
w sktad kompleksdw enzymatycznych mitochondrialnego
tancucha transportu elektrondéw takich jak dehydrogenaza
NADH i dehydrogenaza bursztynianowa przyczyniajg sie
do zwiekszenia szybko$ci uwalniania anionorodnika po-
nadtlenkowego gtéwnie przez kompleks I, ktérego to klu-
czowym elementem jest pierwszy z wymienionych enzy-
moéw, a ktoérego juz czeSciowe zahamowanie prowadzi do
wycieku elektronéw z tego wasnie kompleksu.

Mitochondria, ktdre w wiekszosci rodzajow komadrek sg
gtdwnym zrédtem RFT bywajg bezposrednio narazone na
oksydacyjne uszkodzenia powstajagce w wyniku ich wiasnej
aktywnosci fizjologicznej. Fakt, ze wraz z wiekiem rosnie
liczba mutacji mitochondrialnego DNA a takze stezenie
generowanych przez mitochondria reaktywnych form tle-
nu stat sie podstawag do stworzenia mitochondrialnej teo-
rii starzenia sie organizmu. Bezpos$rednim dowodem na
udziat reaktywnych form tlenu w kumulowaniu uszkodzen
mtDNA jest obecno$¢ w jego strukturze pierwszorzedowej
8-oksoguanozyny, zwigzku — wskaznika identyfikowa-
nego podczas monitorowania efektu, jaki powoduje stres
oksydacyjny w komorkach. Poniewaz mitochondrialny
DNA wystepuje w bezposrednim sasiedztwie komplek-
sow tancucha oddechowego, stezenie powstajacych reak-
tywnych form tlenu i tym samym uszkodzen jest znacznie
wieksze niz w DNA jadrowym. Potwierdzajg to badania
przeprowadzone na trzymiesiecznych szczurach, u ktérych
w mitochondrialnym DNA oznaczono wieksze stezenie
8-oksoguanozyny niz w jadrowym. Stezenie to rosto wraz
z wiekiem szczurdw [10], Podobnie u cztowieka, zawartos$¢
oksydacyjnie zmodyfikowanych nukleotyddéw rosnie wraz
z wiekiem w mies$niu sercowym i moézgu [11], Ponadto, u
myszy i szczurow stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy warto-
$cig stosunku stezen GSSG/GSH a poziomem 8-hydroksy-
guanozyny [12]. Warto$¢ obu parametréw rosta wraz z wy-
dtuzajgcym sie czasem zycia zwierzat. Do najczesciej poja-
wiajacych sie uszkodzen mtDNA nalezg mutacje punktowe
powstajgce gtéwnie w wyniku oksydacyjnych modyfikacji
zasad azotowych, ale takze niewielkie delecje i duplikacje,
oraz rzadziej insercje. Za hipotezg o udziale reaktywnych
form tlenu w powstawaniu mutacji mtDNA przemawiajg
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badania przeprowadzone na szczurach. Dowodzg one, ze
powstanie 8-oksyguanozyny w mtDNA jest spowodowane
zwiekszonym uwalnianiem RFT w mitochondriach [13].

MECHANIZMY GENEROWANIA MUTACJI
mtDNA PRZEZ REAKTYWNE FORMY TLENU

Kazde mitochondrium zawiera od 1 do 21 czgsteczek
kolistego DNA o dtugosci 16 569 pz [14] wrazliwego na
uszkodzenia wywotane przez RFT z Kkilku powodow.
Jednym z nich jest brak histonow, ktore stanowig fizycz-
ng bariere ochronng dla jagdrowego DNA. Ponadto, w
przypadku genéw mitochondrialnych niepodzielonych
intronami, w ktérych kazdy nukleotyd ma swoje istotne
znaczenie, nawet niewielka zmiana pierwszorzedowej
struktury mtDNA moze spowodowa¢ wymierny efekt
zmieniajac sktad jakosSciowy biatek zaangazowanych w
procesy transportu elektronéw. Takze, nieustana replika-
cja oraz ograniczona naprawa mtDNA zwiekszajg ryzyko
wystgpienia mutacji [15].

Gtownym uszkodzeniem wywotanym atakiem wolnych
rodnikow na tancuch DNA jest modyfikacja guanozyny,
a doktadniej, powstanie 8-hydroksy-2'-deoksyguanozyny
(8-0ksydG) oraz 8-oksyguaniny (8-oksyGua), ktérych obec-
no$¢ odpowiada za powstawanie mutacji punktowych [7],
Podczas replikacji mitochondrialna polimeraza y wpro-
wadza naprzeciw 8-oksyGua adenine lub cytozyne, co w
konsekwencji prowadzi do transwersji G > T lub C > A po
dwoéch rundach replikacji [15]. Produkty innego rodzaju
modyfikacji zasad azotowych takie jak 2-hydroksyadeni-
na, glikol tyminy, dihydroksycytozyna, 7-metyloguanina
lub hipoksantyna, choé wystepuja rzadziej, to jednak moga
mie¢ wptyw na strukture genomu mitochondrialnego [16].
Przyktadem niech bedzie glikol tyminy, ktéry blokuje poli-
merazy DNA i RNA, powodujac zmniejszenie ilosci DNA
w mitochondrium [17]. W genomie mitochondrialnym wy-
rézni¢ mozna miejsca, ktére sg wrazliwsze na mutacje niz
inne (ang. hot-spots) a mutacje punktowe wystepujg tam
znacznie czesciej niz w innych regionach genomu mito-
chondrialnego. Jednym z takich miejsc jest gen kodujacy
tRNA dla leucyny. Wyrézniono az 15 réznych typéw mu-
tacji wystepujacych w tym rejonie [18]. Udowodniono, ze
powstajagce mutacje punktowe moga mie¢ znaczacy wptyw
na funkcjonowanie i stan energetyczny mitochondrium w
zaleznos$ci od miejsca ich wystapienia [19].

Innymi, czesto wystepujacymi zmianami w mtDNA sg
delecje. Mechanizm ich powstawania jest nadal niewyja-
$niony, ale dowiedziono, ze powstajg czesciej w miejscach
inicjacji replikacji [20]. Zaobserwowano rowniez, ze w
ludzkich fibroblastach eksponowanych na RFT ma miejsce
kumulacja jednej z najczestszych delecji o dtugosci 4977 pz
(mtDNA®T, ang. common deletion) [21]. Fakt wzmozonej
czestosci wystepowania tej mutacji w komdrkach, w ktoé-
rych poziom 8-oksyGua jest zwiekszony [22] przemawia
za udziatem RFT w mechanizmie jej powstawania. Duzy
ubytek materiatlu genetycznego spowodowany delecjami
ma najczesciej wymierny wptyw na funkcjonowanie mito-
chondrium i wydajnos$¢ produkcji ATP [23]. Wiele deleciji,
miedzy innymi wyzej wymieniona mtDNAZS7, powoduje
choroby takie jak np. zespot przewleklej postepujacej ze-
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wnetrznej oftalmoplegii lub zespdt Kearnsa-Sayre'a. Wyste-
puja one takze w zwiekszonej liczbie w tkance nerwowej
0s6b chorych na choroby Parkinsona i Alzheimera [23].

MECHANIZMY NAPRAWY mtDNA

Zroznicowany mechanizm naprawy chroni mtDNA przed
zmiang zakodowanej w sekwengi nukleotydéw informacji i
jest kluczowy dla zapewnienia prawidtowego funkcjonowa-
nia komoérek. Po tym jak stwierdzono, ze poddane dziataniu
promieniowania UV mitochondria nie usuwajg dimeréw
pirymidynowych [24], dtugo uwazano, ze te autonomiczne
organelle sg catkowicie pozbawione mechanizméw naprawy
uszkodzen DNA. Jednak poOzniejsze badania wykazaty, ze
mitochondria dysponujg aparatem enzymatycznym, ktore-
go zadaniem jest ochrona struktury DNA. Wiegkszo$¢ biatek
zaangazowanych w obrone przed modyfikacjami kwaséw
nukleinowych ulega syntezie w jadrze komérkowym, skad
nastepnie transportowane sg do mitochondrium.

NAPRAWA POPRZEZ WYCINANIE ZASAD

Modyfikacje nuklotydow wywotane dziataniem reak-
tywnych form tlenu, np. 8-oksyGua lub deaminacja cytozy-
ny do uracylu moga by¢ naprawiane dzieki mechanizmowi
wycinania zasad (BER, ang. Base Excision Repair). Proces roz-
poczyna sie od rozpoznania przez glikozylaze DNA uszko-
dzonej zasady, po czym nastepuje hydroliza wigzania N-
glikozydowego pomiedzy zmodyfikowang zasadg azotowg
i deoksyrybozg, co skutkuje powstaniem miejsca AP (apu-
rynowego lub apirymidynowego). Nastepnie tancuch DNA
jest nacinany i usuwana jest reszta fosfosacharydowa, co
pozostawia jednonukleotydowag przerwe opatrzong z jednej
strony koncem 5'-fosfo a z drugiej 3'-OH. Ich obecnos$¢ jest
niezbedna do resyntezy DNA. Katalizujgce ten etap gliko-
zylazy DNA posiadaja rowniez aktywnos$¢ liaz. Potwier-
dzono takze udziat swoistych endonukleaz AP. Powstajgce
miejsce AP jest nastepnie uzupetniane komplementarnym
nukleotydem w obecnoS$ci polimerazy DNA vy, ktéry jest ta-
czony z tancuchem przy udziale ligazy DNA.

Jedng z najwazniejszych glikozylaz wystepujacych
w mitochondriach ssakéw jest glikozylaza 8-oksyGua
(OGGI) rozpoznajgca i usuwajgca ta najczesciej spoty-
kang modyfikacje powstajagcag w wyniku dziatania RFT
[25]. W komdrkach mozna wyr6zni¢ dwie izoformy enzy-
mu —aOGGI wystepujacy w jadrze komdérkowym oraz
(30GG1, w macierzy mitochondrialnej [26]. Wiele badan
pokazato, ze komorki pozbawione genu kodujacego gli-
kozylaze OGGI charakteryzowat wzmozony stopien
uszkodzenia DNA, m.in. w efekcie delecji powstajacej
po ekspozycji na stres oksydacyjny [27,28]. Wart podkre-
$lenia jest rowniez fakt, ze szybkos$¢ naprawy 8-oksyGua
w genomie mitochondrialnym jest 2 razy wieksza od tej,
ktéra zachodzi w jadrze komérkowym [29]. Uwaza sie,
ze brak w mtDNA przeszkody, ktérg w DNA jadrowym
stanowig histony i/lub réznice we wtasciwosciach katali-
tycznych izoform pOGGI i aOGGI wyjasni¢ moga obser-
wowane roznice.

Nastepng wazng glikozydaza, ktéra usuwa produkty mo-
dyfikacji typu 2-hydroksyadenina lub adenine btednie spa-
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rowang z 8-oksyGua jest enzym kodowany u ssakéw przez
gen MYH [30], W literaturze opisano kilka wariantow biat-
ka MYH powstajgcych jako efekt alternatywnego sktadania
genu [31], przy czym w macierzy mitochondrialnej wyste-
puje tylko jeden z nich o masie 57 kDa [32], ktérego zawar-
tos¢ jest proporcjonalna do stezenia RFT w komoérce [33].
Uwaza sie, ze wspoélnie z glikozylazg 8-oksoGua (OGGI)
stanowig one linie obrony przed utrwaleniem powstajgcych
transwersji G:C do T:A [34]. Oprocz wymienionych gliko-
zylaz w mitochondriach ssakéw wystepujg jeszcze dwa
inne ich typy: NTH1 oraz AAG, ktdre sg zaangazowane w
procesy naprawy oksydacyjnie uszkodzonych zasad, w tym
glikolu tyminy, dihydroksycytozyny, 7-metyloguaniny lub
hipoksantyny [35,36].

Jednym z wazniejszych enzymow, ktére odgrywaja klu-
czowa role w naprawie BER oraz w samym funkcjonowaniu
mitochondriéw jest polimeraza DNA y kodowana przez ja-
drowy gen MIP1 [37], U myszy, u ktérych wystepuje muta-
cja w genie MIP1 powodujgca utrate funkcji egzonukleazy
przez Pol y wykazano wiekszy niz w grupie odniesienia
stopien delecji oraz mutacji punktowych w mtDNA [38].
Polimeraza y jest gtbwnym aktywnym biatkiem w macie-
rzy mitochondrialnej atakowanej przez RFT w czasie eks-
ponowania ludzkich fibroblastéw na dziatanie H2 2[39].
Efektem oksydacyjnego uszkodzenia Pol y jest zmniejsze-
nie aktywnosci katalitycznej, a tym samym wydajnosci [39],
Skutkiem jest mniej doktadna replikacja i naprawa DNA, co
w konsekwencji moze prowadzi¢ do dezintegracji catego
genomu mitochondrialnego [40].

REKOMBINACYJNA NAPRAWA DNA

Podwdjne pekniecia mtDNA niebezpieczne dla organel-
lum muszg by¢ jak najszybciej i mozliwie najefektywniej
naprawione bez modyfikacji pierwotnej struktury pierw-
szorzedowej DNA. Obecno$¢ w macierzy mitochondrialnej
drozdzy biatek takich jak Rad50, Mrell i Ccel, biorgcych
udziat w procesie homologicznej rekombinacji podwdjnych
peknie¢, wskazuje na to, ze mitochondria posiadajg zdol-
no$¢ naprawy podwaéjnych peknieé [41]. Istniejg doniesie-
nia potwierdzajgce te zdolno$¢ [42], niemniej znalez¢ mozna
takze takie prace, ktdre jednoznacznie zaprzeczajg istnieniu
w mitochondriach takiego systemu naprawy [43]. Niektd-
rzy autorzy twierdzg, ze wyzej wymienione enzymy nie sg
zaangazowane w procesy naprawy, lecz umozliwiaja zaj-
Scie procesu replikacji [17].

ELIMINACJA ZMODYFIKOWANYCH
WOLNYCH NUKLEOTYDOW

Aby unikngé wbudowania oksydacyjnie zmodyfiko-
wanych, wolnych nukleotydéw do nowo syntezowanego
tancucha DNA, swoiste fosfatazy DNA usuwajg je z mito-
chondriow. Jedng z takich fosfataz jest biatko MTH1, wy-
stepujgce w macierzy mitochondrialnej, katalizujgce hy-
drolize 8-0ksy-dGTP do 8-oksy-dGMP, zapobiegajgc wia-
czeniu zmienionego nukleotydu do DNA [44]. Wykazano,
ze synteza mitochondrialnego biatka MTH1 jest regulowa-
na stezeniem reaktywnych form tlenu w tych organellach
[45], Innym waznym enzymem usuwajagcym dUTP z ma-
cierzy mitochondrialnej jest dUTPaza, ktdérej biosynteza
jest regulowana i zalezy od fazy cyklu komérkowego [17].
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nie uszkodzonych i fizjologicznych wersji geno-
mu w tym samym organellum, co efektywnie
zwieksza tolerancje na zmiany w DNA. Wy-
wotanie znaczacych zmian w funkcjonowaniu
mitochondrium jest mozliwe dopiero po prze-
kroczeniu pewnej krytycznej liczby powstatych
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Rycina 1. Schemat obrazujacy zalezno$¢ pomiedzy funkcjonowaniem mitochondriéw a uwalnia-

niem reaktywnych form tlenu

Wymienione wyzej procesy i szlaki naprawy DNA mi-
tochondrialnego pokazujg, ze te autonomiczne organella
nie sg catkowicie bezbronne wobec oksydacyjnych mo-
dyfikacji DNA. Jednak brak niektérych szlakéw naprawy
obecnych w jadrze komdrki, np. naprawy przez wycinanie
nukleotydéw (NER ang. nucleotide excision repair) sugeruje
ograniczone zdolno$ci naprawcze mtDNA. Potwierdzajg
to wyniki badan, w ktérych generowane modyfikacje DNA
byly bardziej rozlegte oraz utrzymywaty sie diuzej w mi-
tochondrialnym niz jadrowym DNA [46]. Brak wspomnia-
nego wyzej szlaku uniemozliwia miedzy innymi naprawe
dimerow tyminowych, ktére wstrzymuja proces replikacji i
transkrypcji DNA [17].

WPLYW POWSTALYCH MUTACJI mtDNA NA
STAN ENERGETYCZNY MITOCHONDRIUM

mtDNA cztowieka koduje 13 polipeptydéw zaangazo-
wanych w fosforylacje oksydacyjng, 2 czasteczki rRNA (12S
i 16S) oraz 22 czasteczki tRNA, ktore sg niezbedne do synte-
zy biatek [47], Mimo ze caly genom mitochondrialny koduje
informacje tylko dla 13 biatek, to jednak funkcja petniona
przez kazde z nich jest na tyle istotna, ze nawet najmniej-
sza zmiana struktury pierwszorzedowej moze spowodo-
wacé zaburzenie réwnowagi energetycznej mitochondrium.
Poniewaz kompletny genom mitochondrialny wystepuje
w licznych kopiach, to mozliwe jest wsp6lne wystepowa-
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uszkodzen [47], Niektérzy autorzy sugeruja, ze
mitochondria dysponujg mechanizmem selek-
tywnej degradacji uszkodzonych kopii genomu
dzieki wigzaniu swoistych biatek TFAM (ang.
transcription factor A), ktdére takze biorg udziat w
regulowaniu replikacji [48].

Role w zaburzaniu funkcjonowania mito-
chondriow i calych komorek przypisuje sie
gtownie delecjom, ujmujac tym samym znacze-
nia mutacjom punktowym [49]. Udowodniono,
ze pojawieniu sie zaréwno jednych, jak i dru-
gich modyfikacji w mitochondrialnym DNA
towarzyszy niejednokrotnie stres oksydacyjny.
Potwierdzajag to badania przeprowadzone na
nicieniach z mutacjg w obrebie genu kodujace-
go cytochrom b [50], Organizmy te charaktery-
zowat zwiekszony poziom reaktywnych form
tlenu wewngatrz komoérek, co z kolei pociggato
za sobg dalszy wzrost uszkodzern DNA w mito-
chondriach prowadzac ostatecznie do skrdcenia
dtugosci zycia badanych organizmoéw. Nato-
miast w kardiomiocytach szczuréw oksydacyj-
na modyfikacja DNA mitochondrialnego powo-
dowata zwiekszong produkcje anionorodnika
ponadtlenkowego przez kompleks | tancucha
oddechowego, co prowadzito do apoptozy ko-
morek [51].

Badanie fibroblastéw cztowieka wykazato,
ze oksydacyjne uszkodzenia mtDNA sg przyczyng obnizo-
nej zawartosci czasteczek mMRNA wszystkich kodowanych
przez genom mitochondrialny biatek. Mniejszy stopien
ekspresji prowadzi w konsekwencji do ograniczenia pro-
dukcji ATP, obnizenia potencjatu btonowego oraz zwiek-
szenia produkcji RFT w mitochondriach [52]. Warto réw-
niez podkresli¢ fakt, ze niedobdr lub hamowanie aktyw-
nosci ktéregokolwiek z biatek tancucha oddechowego zna-
czaco zwieksza wyciek elektronéw. U os6b z niedoborem
oksydazy cytochromu c zaobserwowano wzrost poziomu
enzymow wchodzacych w sktad bariery antyoksydacyjnej
komorek i uznano ten fakt za posredni dowdéd zwiekszo-
nej produkcji reaktywnych form tlenu [53]. Doktadnie taki
sam efekt, bedgcy wynikiem niedoboru kompleksu | w
wewnetrznej btonie mitochondrialnej, powoduje punkto-
wa mutacja w genie ND6 (T14487C) kodujacym dehydro-
genaze NADH [54], Mutacja w obrebie genu kodujgcego
podjednostke dehydrogenazy bursztynianowej (biatko
ulegajace syntezie w jagdrze komorkowym) w fibroblastach
cztowieka powoduje 3-krotny wzrost stezenia reaktyw-
nych form tlenu. Zidentyfikowana w wielu chorobach o
podtozu mitochondrialnym delecja mtDNAK7 zaktoca
funkcjonowanie az trzech komplekséw enzymatycznych: |,
IV iV, wywotujagc dysfunkcje mitochondriéw, pociggajaca
za sobg obnizenie potencjatu mitochondrialnego, indukcje
apoptozy oraz zwigkszenie wewngatrzkomadrkowej puli re-
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aktywnych form tlenu [55], Nawet czeSciowe zahamowa-
nie aktywnosci enzyméw biorgcych udziat w fosforylacji
oksydacyjnej, ktorej podtozem sg czesto mutacje mtDNA,
moze by¢ przyczyng zwiekszonej produkcji reaktywnych
form tlenu. Wykazano, ze do wycieku elektronéw z kom-
pleksu Ill'i IV niezbedne jest jego zahamowanie az w 70%,
podczas gdy wzrost ilosci uwalnianego anionorodnika po-
nadtlenkowego rozpoczyna sie juz przy 25% hamowaniu
kompleksu I [5].

Mutacje w genach kodujgcych tRNA moga rowniez przy-
czynia¢ sie do zaburzen homeostazy redoks. Za przyktad
niech postuzy tranzycja A3243G w genie tRNALeu(UUR),
powodujgca zaburzenie funkcjonowania mitochondriéw.
Wykazano bowiem, ze jej obecnos¢ jest zwigzana z obni-
zeniem aktywnosci kompleksu 1'i IV, a co za tym idzie ze
wzrostem wewnatrzkomorkowego stezenia reaktywnych
form tlenu [56].

Dodatkowych argumentdéw, przemawiajacych za rolg
uszkodzen DNA mitochondrialnego w generowaniu wiek-
szej ilosci anionorodnika ponadtlenkowego dostarczyty
prace opisujgce udziat mutacji mtDNA w regulowaniu we-
wnatrzmitochondrialnej rwnowagi NAD+/NADH. Obni-
zenie wartosci stosunku stezehn NAD+NADH prowadzi do
wzrostu aktywnosci dehydrogenazy a-ketoglutaranowej, a
co za tym idzie do wzrostu stezenia reaktywnych form tle-
nu w macierzy mitochondrialnej [57].

Jednak nie wszystkie sposréd modyfikacji mtDNA pro-
wadzg bezposrednio do wzrostu produkcji RFT. Jeden z
takich przypadkéw pokazaty badania przeprowadzone
na myszach, u ktérych uszkodzony zostat gen polimerazy
DNA, tak, ze zaburzona zostata aktywno$¢ enzymu od-
powiedzialna za korekcje btedéw. Wynikiem ingerencji w
strukture genu polimerazy byto zwiekszenie liczby muta-
cji, przy$pieszone starzenie, indukcja apoptozy oraz zabu-
rzenia w funkcjonowaniu tafcucha oddechowego, jednak
mitochondria nie wytwarzaly wiekszych ilosci reaktyw-
nych form tlenu [58]. Niemniej, warto podkresli¢ fakt, ze
konsumpcja tlenu przez badane mitochondria byta o 95%
mniejsza niz w przypadku organelli stanowigcych grupe
odniesienia, co sugeruje, ze powstajgce uszkodzenia mogty
doprowadzi¢ do catkowitej utraty aktywnosci mitochon-
driow

PODSUMOWANIE

Znaczenie mitochondriéw jako Zrodta ATP w metabo-
lizmie aerobowym byto przedmiotem badan przez ponad
p6t wieku. Jednak udziat tych organelli w chorobach i
starzeniu organizmoéw zaczeto badac nie wczesniej niz 15
lat temu. Dotychczasowe doniesienia potwierdzajg udziat
mitochondriow nie tylko w procesie dostarczania energii
komédrce, ale takze dowodza, ze organella te sa najwiek-
szym zrédtem reaktywnych form tlenu na terenie komor-
ki ijednoczesnie jednym z gtéwnych obiektdw ataku pro-
dukowanych oksydantéw. W fizjologicznych warunkach
poziom utleniaczy generowanych przez mitochondria
jest na tyle maly, ze enzymatyczna i nieenzymatyczna
linia obrony moze efektywnie chroni¢ przed uszkodze-
niem struktur wewnatrz mitochondriéw. Jednak, gdy ta
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rownowaga zostanie z jakiego$ powodu zachwiana, do-
chodzi do uszkodzenia elementéw skiadowych bialek,
lipidow oraz zaburzenia integralnosci genomu, co moze
powodowa¢ dysfunkcje najwazniejszego procesu, jaki
przeprowadza mitochondrium, tj. fosforylacji oksyda-
cyjnej. Wielu autoréw twierdzi, ze takie zmiany sg natu-
ralng konsekwencjg procesu starzenia sie komaorek [59].
Zaobserwowano réwniez, ze wymienione zmiany wyste-
puja wczesniej w komdrkach o podwyzszonym zapotrze-
bowaniu na energie, w tym w komérkach nerwowych i
miesniowych [47]. Jedng z gtéwnych przyczyn powsta-
jacych zaburzen sg zmiany struktury pierwszorzedowej
mtDNA generujace zmiany w kodowanych przezen biat-
kach. Jak wspomniano wyzej, mitochondria produkujgce
duze ilosci ATP, co za tym idzie zuzywajgce wiecej tlenu
i intensywniej zamieniajgce go w RFT wcze$niej wykazu-
ja objawy starzenia. Prawdopodobng przyczyng tego sa
liczne uszkodzenia nie tylko mtDNA, ale rowniez biatek,
chociazby polimerazy DNA vy, ktdra ma znaczacy wptyw
na wierno$¢ procesu replikacji oraz wydajnos$¢ procesow
naprawczych. Kumulacja uszkodzen, a co za tym idzie
mniejsza wydajnos$¢ fosforylacji oksydacyjnej, prowadzi
do zachwiania rownowagi metabolicznej mitochondriow.
Udowodniono, ze mitochondria organizmow starszych
odznaczajg sie Srednio wieksza liczbg kopii genomu, wo-
bec obnizonej zawartosci mtRNA [60]. Mozliwe, ze mito-
chondria rekompensuja w ten sposob utrwalone zmiany
pierwszorzedowej struktury DNA poprzez zwiekszenie
liczby kopii. Niemniej jednak, wiecej kopii genomu wy-
maga bardzo sprawnego aparatu naprawczego, ktéry jak
wyzej wspomniano, niekoniecznie jest w peini wydajny.
Wydaje sie, ze taki moze byé mechanizm powstawania
tak zwanego ,btednego kota" (ang. vicious cycle), cyklu
generowania RFT potaczonego z powstawaniem mutacji
mtDNA, ktéry sam sie napedza: mutacje DNA <+ RFT.
Aczkolwiek, w obliczu nowych doniesien mitochon-
drialna teoria starzenia sie organizméw irola ,btednego
kota" wydajg sie nie by¢ wystarczajace [61]. Dowiedzio-
no bowiem, ze ani wzbogacanie diety w antyoksydanty,
ani zwiekszenie poziomu wewngtrzkomoérkowych anty-
oksydantéw, a tym samym obnizenie poziomu RFT po-
przez manipulacje genetyczne nie wplywa na diugosé
zycia ssak6éw. Podobnie, nadprodukcja enzyméw wcho-
dzacych w skiad bariery antyoksydacyjnej komaérek nie
byta w stanie wydtuzy¢ czasu zycia organizmow transge-
nicznych. Z kolei myszy transgeniczne SOD2+' pomimo
zwiekszonego poziomu RFT wewngatrz komdrek nie cha-
rakteryzowaty sie skroconym czasem zycia.

Nie ulega jednak watpliwos$ci, ze na poziomie komar-
kowym zwiekszona produkcja reaktywnych form tlenu
prowadzi do gromadzenia sie uszkodzen w DNA mito-
chondrialnym i odwrotnie, obecnos$¢ licznych mutacji
w mtDNA jest zwigzane ze zwiekszonym uwalnianiem
anionorodnika ponadtlenkowego. Niemniej, pierwszym
wydarzeniem inicjujagcym cigg katastrofalnych w skut-
kach zdarzen, wydaje sie by¢ zwiekszona produkcja RFT
w komdrkach, ktére majg zwiekszone zapotrzebowanie
na ATP. Wywotane przez RFT uszkodzenia DNA wiodg
nastepnie do kolejnych modyfikacji kwaséw nukleino-
wych, biatek i lipidéw, inicjujac w skrajnych przypad-
kach apoptoze zalezng od mitochondridw.
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Oxidative damage of mitochondrial DNA: the result or consequence
of enhanced generation of reactive oxygen species
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ABSTRACT

According to mitochondrial theory of ageing the ageing process results from accumulation of mitochondrial DNA (mtDNA) damage. Close
vicinity of mtDNA molecule to the source of reactive oxygen species, electron transport chain, potentiates degradation of nucleic acid chemical
components. The most common types of mtDNA damage generated are point mutations as a result of oxidative modifications of purines and
pyrimidines (transitions as well as transversions), but also deletions and rarely insertions. Since mtDNA codes for subunits of respiratory
chain enzymes, its lesions can alter homeostasis of the cell resulting in a decrease of intracellular ATP. Growing evidence indicates the role of
mtDNA mutations in elevated production of reactive oxygen species, which in turn are proved to increase the number of mtDNA mutations.
This mechanism gave the basis for theory of avicious cycle: ROS <>mutations of mtDNA
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Rola czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w
odpowiedzi komorkowej na stres oksydacyjny

STRESZCZENIE

zynnik transkrypcyjny Nrf2 petni kluczowe funkcje w ochronie komoérek przed szko-

dliwymi skutkami stresu oksydacyjnego. W normalnych warunkach Nrf2 wystepuje w
cytoplazmie w formie zwigzanej z biatkiem cytoszkieletu Keapl. Sytuacja zmienia si¢ w
warunkach stresowych, gdy elektrofile i/lub reaktywne formy tlenu (RFT) powodujg oddy-
socjowanie Nrf2 z nieaktywnego kompleksu z Keapl, czego konsekwencjg jest transloka-
cja NRF do jadra i indukcja ekspresji wielu genéw cytoprotekcyjnych zaangazowanych w
rozktad RFT, deaktywacje elektrofilowych metabolitéw, detoksykacje ksenobiotykéw oraz
stabilizacje potencjatu oksydoredukcyjnego komorki. Posrod ksenobiotykdw wiele jest
czynnikéw mutagennych i kancerogennych. Ich inaktywacja i usuniecie z organizmu jest
zadaniem enzyméw | i Il fazy. Wykazano, ze selektywna indukcja enzyméw 1l fazy jest sku-
teczng metodg ochrony komoérki przed reaktywnymi metabolitami kancerogenéw oraz RFT.
Nrf2 indukujac ekspresje genéw enzymow Il fazy stanowi wigc potencjalny cel oddziatywa-
nia czynnikéw chemoprewencyjnych w profilaktyce nowotworéw. Podobnie w przypadku
choréb neurodegeneracyjnych, ktérych patogeneza jest zwigzana ze stresem oksydacyjnym,
Nrf2 jest istotny dla ustalenia nowych strategii zapobiegawczych i terapeutycznych.

WPROWADZENIE

W organizmie reaktywne formy tlenu (RFT) mogg powstawaé¢ w wyni-
ku dziatania zewnetrznych czynnikdw fizycznych, takich jak promienio-
wanie nadfioletowe, promieniowanie jonizujace i ultradzwieki, na roztwo-
ry wodne. Istotniejsze, wewnatrzkomérkowe zrdédta RFT, obejmujg przede
wszystkim procesy jednoelektronowego utleniania zredukowanych form
wielu zwigzkéw przez tlen czgsteczkowy oraz szereg reakcji enzymatycz-
nych [1], Jednoelektronowemu utlenieniu moga ulega¢ substancje obce dla
organizmu zwane ksenobiotykami, w nastepstwie czego moga powstawacé
reaktywne metabolity, elektrofile. Ksenobiotykami sg niektdre sktadniki po-
zywienia, leki, srodki produkowane przez przemyst, jak kosmetyki, $srodki
niszczace szkodniki (pestycydy), konserwanty zywnos$ci, mykotoksyny i
inne. Mechanizm toksycznos$ci wielu z tych zwigzkéw polega na wytwarza-
niu reaktywnych form tlenu. Najwazniejszym zrédtem endogennych RFT sg
mitochondria. Poniewaz przeptyw elektronéw w tarficuchu oddechowym nie
jest catkowicie ,szczelny", pewna cze$¢ elektronéw moze redukowac tlen w
procesie jednoelektronowym, w nastepstwie czego powstaje anionorodnik
ponadtlenkowy. RFT uszkadzajg wszystkie gtdwne klasy sktadnikow komo-
rek: zwigzki niskoczasteczkowe, kwasy nukleinowe, biatka i lipidy. Wsrod
efektow dziatania RFT na komdrki i ich sktadniki nalezy wymieni¢ uszko-
dzenia chromosomoéw, zasad DNA, powstawanie mutacji, peroksydacje li-
pidéw bton, zaburzenie wewnatrzkomorkowej homeostazy Ca2 zaburzenia
struktury cytoszkieletu, inaktywacje enzyméw i transformacje nowotworo-
wa komorek. Bazalne stezenie RFT i szybkos$¢ ich reakcji prowadzacych do
rozmaitych zaburzen w komorce, zalezg od poziomu réwnowagi pomiedzy
szybkos$cig wytwarzania RFT a stezeniami antyoksydantow i aktywnos$ciami
enzymow ochronnych. Zaburzenie takiej homeostazy na korzy$¢ wzmozonej
szybkosci powstawania RFT (np. wskutek wprowadzenia ksenobiotykéw)
lub tez zahamowania dziatania czynnikéw chronigcych organizm przed RFT
nazywa sie stresem oksydacyjnym [1], Obecnie uwaza sie, ze stres oksyda-
cyjny wystepuje w przebiegu lub lezy u podtoza wielu choréb. Zwiekszanie
obrony przed RFT jest przedmiotem licznych doswiadczen i otwiera mozli-
wosci opracowania nowych strategii terapeutycznych.

Badania ostatnich lat wykazaty, ze czynnik transkrypcyjny Nrf2 (ang. nucle-
ar erythroid 2-related factor) petni kluczowe funkcje w ochronie komorek przed
szkodliwymi skutkami stresu oksydacyjnego i chemicznego. | tak, w odpowie-
dzi na dziatanie oksydantow lub elektrofiléw Nrf2 jest aktywowany i reguluje
ekspresje wielu gendéw cytoprotekcyjnych, enzymoéw 1l fazy i enzyméw antyok-
sydacyjnych.
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Rycina 1. Struktura biatka Nrf2.
STRUKTURA BIALKA NRF2

Czynnik transkrypcyjny Nrf2 zaliczany jest do rodziny
biatek 'Cap 'n' collar' (CNC) zawierajgcych w swej struk-
turze motyw zamka leucynowego (bZip), umozliwiajacy
wigzanie sie z jagdrowym DNA. Cztonkami tej rodziny sg
takze p45 NF-E2, Nrfl i Nrf3 [2,3]. W budowie Nrf2 wy-
réznia sie 6 funkcjonalnych domen Neh [ang. Nrf2-ECH
(erythroid cell-derived protein with CNC homology) homology],
ktérych sekwencja jest zachowana w ewolucji w réznych
gatunkach. Domena Neh2 jest domeng N-koncowa wig-
zacg dimer biatka Keapl. Dla tego oddziatywania kluczo-
we sg dwie sekwencje reszt aminokwasowych w obrebie
Neh2, motyw ETGE oraz DLG. Neh4 i Neh5 to nastepne
w kolejnosci regiony kwasne zdolne do oddziatywania z
biatkiem wigzagcym CREB, CBP (ang. CREB - CcAMP re-
sponse element binding protein) wzmagajace aktywnos¢
transkrypcyjng Nrf2. Neh6 jest domeng bogata w reszty
seryny, ktoéra razem z Neh2 odgrywa réwniez role w de-
gradacji Nrf2. Kluczowa domena Nehl obejmuje motyw
CNC-bZip, umozliwiajagc wigzanie DNA i dimeryzacje z
matymi biatkami Maf. Za domeng Nehl znajduje sie C-
koncowa domena Neh3 (Rye. 1) [4-7],

REGULACJA AKTYWNOSCI NRF2

ODDZIALYWANIE NRF2 Z KEAP1

W normalnych, niestresowych warunkach Nrf2 wyste-
puje w cytoplazmie w formie zwigzanej z biatkiem cytosz-
kieletu Keapl (ang. Kelch-like ECH associating protein 1). Do
oddziatywania pomiedzy tymi biatkami dochodzi na po-
ziomie domeny Neh2 w obrebie Nrf2 oraz domeny DGR
(ang. double glycine repeat; Kelch domain) w Keapl wigzgcej
ponadto biatko cytoszkieletu, aktyne. Dimer Keapl przy-
tacza sie do czasteczki Nrf2 poprzez motyw o wysokim
powinowactwie wiazania, ETGE, oraz motyw o niskim po-
winowactwie, DLG. Wykazano, ze mutacje w ETGE znacz-
nie ostabiajg wigzanie Keapl rowniez przez sekwencje
DLG, sugerujac, ze ETGE petni kluczowa, nadrzedng role

v
cytoszkielet
- aktynowy
-SH -SH
l l
N[ | c
dimeryzacja reaktywnoéc’ na
stres oksydacyjny
1 elektrofilowy

Rycina 2. Struktura biatka Keapl.
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w wigzaniu Keapl [7], Oprécz domeny DGR w strukturze
Keapl wymienia sie takze: region N-koncowy, domene
BTB (ang. broad complex Tramtrack-Brick-a-brack) zaangazo-
wang w tworzenie dimeréw, region interwencyjny (IVR,
ang. intervening region), ktérego dwie reszty cysternowe sg
kluczowe dla represyjnej aktywnosci Keapl, oraz region
C-koncowy (Ryc. 2) [4,8].

W nastepstwie wigzania przez Keapl, Nrf2 jest degrado-
wany poprzez uktad ubikwityna-proteasom. Do ubikwity-
lacji biatka doprowadza sekwencyjne dziatanie trzech enzy-
moéw: enzymu (El) aktywujgcego ubikwityne (Ub), enzymu
koniugujgcego i przenoszacego zaktywowang ubikwityne
(E2) oraz ligazy ubikwitylowej (E3), ktéra bierze udziat w
rozpoznawaniu substratu majacego ulec degradacji i dota-
czeniu do niego ubikwityny. Czasteczka ubikwityny jest
ostatecznie przenoszona z E2, bezpos$rednio lub najczesciej
przy udziale ligaz ubikwitylowych E3, na substrat. Przy-
taczony taincuch co najmniej 4 reszty ubikwityny, jest roz-
poznawany przez kompleks proteasomu, w efekcie czego
biatko ulega degradacji [9],

Zarowno domena BTB jak iregion IVR biatka Keapl sg
kluczowe dla degradacji Nrf2, przyczyniajac sie do rekru-
tacji czynnikdw kompleksu ligazy E3 (kulliny 3, Rbxl).
Badania in vivo pokazaty, ze kullina 3, bedgca podjed-
nostkg tego kompleksu, wigze sie bezposrednio z Keapl
w regionie IVR. Ponadto, dwumiejscowe wigzanie Keapl
z Nrf2 (przez sekwencje ETGE i DLG) umozliwia ekspo-
zycje miejsc przytgczania reszt ubikwityny. W ten spo-
s6b Keapl petnigc funkcje biatka adaptorowego promuje
ubikwitylacje i proteasomalng degradacje Nrf2, ktérego
okres péttrwania w komdrkach nie jest dtuzszy niz 20 mi-
nut [7,10-12].

Wigzanie aktyny przez domene DGR biatka Keapl i di-
meryzacja przez jego domene BTB przyczyniajg sie takze
do zatrzymywania Nrf2 w cytoplazmie [13,14], Przy wy-
korzystaniu biatka fuzyjnego powstatego poprzez pota-
czenie zielonego biatka fluorescencyjnego (GFP, ang. green
fluorescent protein) z domeng Neh2 biatka Nrf2 wykazano
bowiem, ze uszkodzenie szkieletu aktynowego przy uzy-
ciu cytochalazyny B promuje translokacje Nrf2 do jadra
[13]. Przeprowadzono takze dosSwiadczenia, w ktorych
mutacja, zachowanej w ewolucji, reszty seryny (S104A) w
domenie BTB uniemozliwiata dimeryzacje Keapl i znosita
zdolno$¢ Keapl do wigzania Nrf2 w cytoplazmie, réwniez
prowadzac do jego translokacji do jadra i umozliwiajgc ak-
tywacje transkrypcji genéw docelowych [14],

Badania ostatnich lat z zastosowaniem modelu myszy z
niedoborem Keapl potwierdzity, ze biatko Keapl hamuje
aktywno$¢ Nrf2 [15,16]. Pod nieobecno$¢ Keapl, Nrf2 jest
konstytutywnie akumulowany w jadrze, co wskazuje, ze
Keapl negatywnie reguluje Nrf2 przez zwiekszanie jego
degradacji oraz wptyw na lokalizacje komérkowg [15]. Po-
nadto, przy uzyciu myszy z niedoborem Nrf2 wykazano, ze
represja aktywnosci Nrf2 jest gtownym efektem dziatania
Keapl [15].

Sytuacja zmienia sie¢ w stresie oksydacyjnym, gdy re-
gulacja $ciezki Nrf2-Keapl jest kluczowa dla wigczenia
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Rycina 3. Regulacja aktywnos$ci czynnika Nrf2. W normalnych, niestresowych warunkach Nrf2
wystepuje w cytoplazmie w formie zwigzanej z biatkiem cytoszkieletu Keapl. Keapl bierze udziat
w rekrutacji czynnikéw kompleksu ligazy E3 (kulliny 3, Rbxl). Kullina 3 wigze sie bezposrednio
z Keapl w jego regionie IVR. Wiagzanie Keapl z Nrf2 umozliwia ponadto ekspozycje miejsc przy-
taczania reszt ubikwityny (Ub). Laincuch co najmniej 4 reszt ubikwityny przytaczony do Nrf2,
rozpoznawany jest przez kompleks proteasomu 26S, w efekcie czego biatko ulega degradacji. W
ten spos6b Keapl petnigc funkcje biatka adaptorowego promuje ubikwitylacje i proteasomalng
degradacje Nrf2. Sytuacja zmienia sie w warunkach stresu oksydacyjnego. Wowczas elektrofile i/
lub RFT powodujg zerwanie wigzania pomiedzy Nrf2 i Keapl. U podtoza dysocjacji kompleksu
Nrf2-Keapl moga leze¢ zar6wno zmiany konformacyjne biatka Keapl jak i fosforylacja biatka Nrf2
przez kinazy takie jak MAPK, PKC, P13K, PERK. Konsekwencjg rozpadu nieaktywnego komplek-
su jest uwalnianie Nrf2 z cytoplazmatycznej represji Keapl iochrona przed proteasomalng degra-
dacja. W efekcie Nrf2 jestakumulowany w jadrze komérkowym iaktywuje transkrypcje wielu ge-
néw cytoprotekcyjnych, w nastepstwie dimeryzacji z biatkami Maf i rozpoznania sekwencji ARE.
Dodatkowo, oddziatywanie z biatkiem CBP wzmaga aktywno$¢ transkrypcyjna Nrf2.

mechanizmoéw obronnych komérki. W takich warunkach
elektrofile i/lub reaktywne formy tlenu powodujg zerwa-
nie wigzania pomiedzy Nrf2 i Keapl, czego konsekwencjg
jest uwalnianie Nrf2 z cytoplazmatycznej represji Keapl i
ochrona przed degradacjg proteasomalng [17]. W efekcie
Nrf2 jest akumulowany w jadrze komérkowym i aktywu-
je transkrypcje wielu genéw cytoprotekcyjnych (Ryc. 3).
U podtoza dysocjacji kompleksu Nrf2-Keapl mogg lezeé
zarowno zmiany konformacyjne biatka Keapl, jak i fos-
forylacja biatka Nrf2. W pierwszym przypadku kluczowe
znaczenie przypisywane jest resztom cysteiny w struktu-
rze Keapl, ktérych reaktywnos$é jest modulowana przez
wigzanie cynku [18]. Sposrod 624 reszt aminokwasowych
budujacych to biatko, 25 stanowig reszty cysteiny i sg one
zachowane w ewolucji u ludzi, szczuréw i myszy. Cztery
najbardziej reaktywne reszty sg zlokalizowane w regionie
IVR [4]. Wykazano, ze wprowadzenie zmian konforma-
cyjnych biatka Keapl lub samej domeny DGR, w wyniku
modyfikacji (utleniania) grup holowych (-SH) reszt cyste-
iny przez induktor, moze prowadzi¢ do oddysocjowania
Nrf2 ijego translokacji do jadra komérkowego, w ktérym
petni funkcje czynnika transkrypcyjnego [4,19], W ostat-
nich latach zidentyfikowano wiele zwigzkéw naturalnych
i syntetycznych, bedacych induktorami aktywnos$ci Nrf2,
a dziatajacych poprzez modyfikacje grup -SH. Nalezy do
nich m.in. sulforafan i zwigzek syntetyczny — oltipraz
(patrz ponizej) [20],
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AKTYWACJA PRZEZ FOSFORYLACIJE

Wsréd najwazniejszych mechanizméw akty-
wacji Nrf2, obok utleniania reszt cysternowych
biatka Keapl, wymienia sie fosforylacje biatka
Nrf2 (Ryc. 3). Nrf2 moze by¢ fosforylowany
za posrednictwem kinaz zaangazowanych w
przekazywanie sygnatéw w komorce, takich
jak kinaza biatkowa C (PKC, ang. protein kinase
C), kinazy biatkowe aktywowane przez mito-
geny (MAPK, ang. mitogen activated protein ki-
nase), kinaza fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang.
phosphoinositide-3 kinase), a takze kinaza biat-
kowa umiejscowiona w siateczce $rédplazma-
tycznej (PERK, ang. RNA-dependent protein kina-
se (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase) [21],

Istniejg badania demonstrujgce, ze Kinaza
PKC bierze udziat w aktywacji Nrf2 w odpo-
wiedzi na stres oksydacyjny i elektrofile. | tak
na przykiad wykazano, ze uzycie selektywnych
inhibitoréw tej kinazy, staurosporyny i Ro-32-
0432, hamuje translokacje jadrowga i aktywnos$é
transkrypcyjng Nrf2 indukowane przez octan
mirystynianu forbolu (PMA) bedacy aktywa-
torem PKC. Reszta seryny umiejscowiona w
regionie N-koncowym Nrf2, w domenie Neh2,
oddziatuje z Keapl i zostata zidentyfikowana
jako miejsce fosforylacji PKC, w wyniku kto-
rej Nrf2 oddysocjowuje z kompleksu z Keapl.
Dla potwierdzenia udziatlu PKC w odpowiedzi
Nrf2 na stres oksydacyjny wykazano, ze induk-
cja oksygenazy hemowej 1 (HO-1, ang. heme
oxygenase 1) przez Nrf2 w nastepstwie dziata-
nia foronu, obnizajagcego poziom glutationu

(GSH), oraz koncowego produktu peroksydacji lipidow,
4-hydroksy-2,3-nonenalu (4-HNE), jest hamowana przez
specyficzny inhibitor PKC, R0-31-8220 [22-25].

Prowadzone sg takze badania nad innymi kinazami se-
rynowo-treoninowymi, MAPK. Okazuje sie, ze mogg one
taczy¢ sygnaty chemiczne z Nrf2 i prowadzi¢ do aktywa-
cji genéw zaleznych od tego czynnika poprzez wigzanie
sie z sekwencg ARE (patrz ponizej) [21], Doswiadczenia
na komaérkach raka watroby cztowieka i myszy ujawni-
ty, ze terf-butylohydrochinon (tBHQ) i sulforafan, kse-
nobiotyki bedace silnymi induktorami enzymow Il fazy,
stymulujg aktywno$¢ kinazy regulowanej czynnikami
zewnetrznymi (ERK2, ang. extracellular signal-regulated
protein kinase 2) oraz kinazy MAPK. Wykazano, ze zaha-
mowanie kinazy MAPK przy uzyciu inhibitora PD98058
znosi aktywacje ERK2 znajdujacej sie w kaskadzie prze-
kazywania sygnatu bezposrednio ponizej i blokuje wy-
wotywang przez tBHQ i sulforafan indukcje enzymu Il
fazy, reduktazy NAD(P)H: chinonowej 1 (NQOI, ang.
NAD (P)H quinone reductase 1) [26], W innym doSwiadcze-
niu udowodniono role stresu oksydacyjnego w aktywacji
MAPK przez tBHQ. Dowiedziono bowiem, Ze zmiatacze
wolnych rodnikéw, N-acetylo-L-cysteina (NAC) i gluta-
tion hamuja aktywacje ERK2 bedacg wynikiem dziatania
tego ksenobiotyku [27],
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PI3K jest kinazg lipidowa regulujgca wzrost komorki,
réznicowanie i apoptoze. W wyniku badan na komdérkach
nerwiaka niedojrzatego udowodniono réwniez udziat tej
kinazy w regulacji genéw indukowanych przez Nrf2 [28].
Wykazano miedzy innymi, ze PI3K reguluje translokacje
jadrowa Nrf2 w odpowiedzi na stres oksydacyjny w komor-
kach raka watroby [29] i jest kluczowg kinazg w zaleznej
od Nrf2 regulacji gendw antyoksydacyjnych w odpowiedzi
na hemine w komdrkach nerwiaka niedojrzatego [30]. Zaan-
gazowanie kinaz MAPK, PKC i PI3K w regulacje odpowie-
dzi Nrf2 na stres oksydacyjny nie budzi watpliwosci [31].
Z drugiej jednak strony, molekularne szczegdty aktywacji
Nrf2 sg nadal kontrowersyjne. Aby je wyjasni¢, niezbedne
jest przeprowadzenie dodatkowych badan.

Siateczka $rodplazmatyczna (ER) jest narazona na stres
komérkowy wynikajagcy m.in. z zachwiania réwnowagi
metabolicznej i/lub proceséw fatdowania biatek. W takich
warunkach, kinaza PERK jest jednym z gtéwnych czynni-
kéw inicjujgcych program regulacji transkrypcyjnej i trans-
lacyjnej zwany odpowiedzig na nieprawidtowo ztozone
biatka (UPR, ang. unfolded protein response) i petni kluczo-
we funkcje ochronne w ER. Konsekwencjg takiego stresu
jest akumulacja reaktywnych form tlenu, ktére promujg
stres oksydacyjny [32], Badania ostatnich lat wykazaty, ze
czynnik transkrypcyjny Nrf2 jest substratem dla PERK.
Stwierdzono, ze katalizowana przez te kinaze fosforylacja
Nrf2 powoduje jego oddysocjowanie od Keapl i zwieksza
transport jadrowy [33]. W ten sposob Nrf2 jest zaangazo-
wany w odpowiedZ ER na stres. Na dowod tego wykazano,
ze embrionalne fibroblasty myszy pozbawione genu Nrf2
sg bardziej wrazliwe na tunikamycyne, co potwierdza, ze
Nrf2 zwieksza przezycie komdrek w warunkach stresu w
ER [34],

ENDOGENNE INDUKTORY AKTYWNOSCI NRF2

Oprécz egzogennych induktoréw aktywnos$ci Nrf2 ziden-
tyfikowano takze endogenne zwigzki chemiczne regulujace
Sciezke Nrf2-Keapl. Jednym z nich jest tlenek azotu (NO)
regulujacy m.in. procesy zapalne, apoptoze, odpowiedZ im-
munologiczng i napiecie $ciany naczyn krwiono$nych oraz
petnigcy funkcje neuromodulatora i neuroprzekaznika. Wy-
korzystujgc komorki srodbtonka ineuroblastomy (nerwiaka
niedojrzatego) wykazano, ze donory tlenku azotu wywotujg
translokacje Nrf2 z cytoplazmy do jadra komérkowego, w
wyniku czego dochodzi do indukcji ekspresji gendéw regu-
lowanych przez Nrf2. W konsekwencji, komérki nerwiaka
niedojrzatego stawaly sie oporne na apoptoze indukowang
przez NO. Te wyniki wskazujg na role Nrf2 w utrzymywa-
niu homeostazy naczyn krwionosnych oraz cytoprotekcji
neuronalnej [4]. W pierwszym przypadku niezwykle istotna
jest takze regulacja przez Nrf2 syntezy HO-1, enzymu pet-
nigcego znaczacg role w procesach powstawania nowych
naczyh krwionosnych [35]. Ponadto, oksygenaza hemowa-1
jestuznawana zajeden z najwazniejszych cytoprotektantéw
o dziataniu antyoksydacyjnym iprzeciwzapalnym [36,37],

Inng istotng czasteczka sygnatowg, zdolng do indukcji

aktywnosci Nrf2, jest 15-deoksy-A12,14-prostaglandyna J2
(15d-PGJ2) znana z silnego dziatania przeciwzapalnego.
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Syntetyzowana z kwasu arachidonowego przy udziale cy-
klooksygenazy, PGJ2 zostata takze poznana jako silny in-
duktor enzymdw fazy Il. W badaniach nad procesami za-
palnymi wykazano, ze w mysich makrofagach 15d-PGJ2
aktywuje Nrf2 poprzez tworzenie adduktéw z biatkiem
Keapl, czego skutkiem jest indukcja ekspresji gendw biatek
przeciwzapalnych takich jak HO-1 i peroksyredoksyna [38].
Przy zastosowaniu modelu zapalenia optucnej u myszy z
niedoborem Nrf2 zademonstrowano, Zze naciekanie tkanki
przez neutrofile nie ustaje podczas procesu zapalnego, ale
rekrutacja makrofagéw jest znacznie opdzniona. Badania
Yamamoto i wsp. [38] dowiodty, ze Nrf2 petni istotne funk-
cje w procesach zapalnych, bedagc mediatorem 15d-PGJ2,
biorgc udziat w rekrutacji komoérek do miejsca zapalenia
oraz regulujac ekspresje gendéw o dziataniu przeciwzapal-
nym.

REGULACJA TRANSLACIJI NRF2

W warunkach stresu oksydacyjnego poziom stabilnego
biatka Nrf2 w komoérce dramatycznie wzrasta. W ostat-
nim czasie ros$nie liczba dowodéw, ze ten wzrost moze
wynika¢ nie tylko z zahamowania ubikwitylacji i prote-
asomalnej degradacji napedzanej przez Keapl [10], lecz
takze ze zwiekszonej translacji mRNA Nrf2 [39]. Rozpo-
czecie translacji w komdrkach eukariotycznych jest regu-
lowane gtdwnie przez dwa mechanizmy: zalezny i nie-
zalezny od czapeczki na koricu 5' mRNA. W pierwszym
nastepuje skanowanie przez rybosom regionu-5' nieule-
gajacego translacji (5'UTR, ang. 5'-untranslated region) w
MRNA. Drugi, to mechanizm translacji zaleznej od se-
kwencji potozonej wewnatrz transkryptu — wewnetrz-
nego miejsca wigzania rybosomu (IRES, ang. internal
ribosome entry site). Sekwencje IRES umozliwiajg przyta-
czanie sie rybosoméw do sekwencji AUG (kodon inicju-
jacy) bez koniecznosci skanowania regionu 5'UTR [40].
W normalnych, fizjologicznych warunkach faworyzowa-
na jest translacja zalezna od czapeczki [41]. Jednak, gdy
komérka poddana jest dziataniu rozmaitych streséw, po-
ziom globalnej translacji biatek zmniejsza sie na korzysé
zaleznej od IRES translacji biatek cytoprotekcyjnych [42].

W regionie 5'UTR transkryptu Nrf2 zidentyfikowano
ostatnio funkcjonalng sekwencje IRES. Dowiedziono po-
nadto, ze translacja zalezna od IRES jest wrazliwa na stan
redoks komorki. Traktowanie komdrek nadtlenkiem wodo-
ru i sulforafanem stymulowato bowiem mechanizm trans-
lacji z udziatem IRES. Tak wiec, w nastepstwie dziatania
oksydantéw wzrasta poziom aktywnego biatka Nrf2 nie
tylko za sprawg zablokowania jego degradacji, ale rowniez
dzieki uruchomieniu mechanizmu wewnetrznej inicjacji
translacji [43].

HIPOTETYCZNY MODEL REGULACJI AKTYWNOSCI
NRF2 W WARUNKACH STRESU OKSYDACYJNEGO

W ostatnim czasie pojawita sie nowa hipoteza regula-
cji aktywnos$ci Nrf2 w warunkach stresu oksydacyjnego.
Coraz wiecej dowodow wskazuje bowiem, ze napedza-
na przez Keapl ubikwitylacja Nrf2 jest bardzo wrazli-
wa na stan redoks komérki. Z drugiej strony, dysocjacja
kompleksu Nrf2/Keapl prawie nie zalezy od warunkow
stresu oksydacyjnego. Staba wrazliwo$¢ tego kompleksu
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na stan redoks komarki czyni etap oddysocjowania Nrf2
w,starym™ modelu mato prawdopodobnym. W dodatku,
jadrowa traslokacja Nrf2 jest wysoce wrazliwa na zmia-
ny redoks komdrki. W oparciu o te doniesienia wysnuto
»howg ' hipoteze. Dimer Keapl petni funkcje biatka ada-
ptorowego, promujac ubikwitylacje Nrf2. W komérce sg
dwie pule biatka Nrf2: niezwigzany (fNrf2, ang. free flo-
ating) i zwigzany z biatkiem Keapl (kNrf2). W normal-
nych warunkach, kNrf2 wigze sie z Keapl za poS$rednic-
twem sekwencji ETGE i DLG. Dwumiejscowe wigzanie
dimeru Keapl umozliwia ekspozycje miejsc przytgczania
reszt ubikwityny w Nrf2 i w konsekwencji proteasomal-
ng degradacje biatka. W warunkach homeostazy wyste-
puje réwnowaga pomiedzy translacjg i degradacjg biatka
Nrf2. W efekcie, pula fNrf2 w komarce jest mata i przy-
czynia sie do bazalnej aktywacji Nrf2 i regulacji ekspre-
sji genoéw docelowych. W warunkach stresu oksydacyj-
nego, w wyniku wytworzenia wigzan disiarczkowych w
dimerze Keapl, zmieniajgca si¢ konformacja tego biatka
uniemozliwia dwumiejscowe wigzanie z Nrf2. W konse-
kwencji, miejsca przytgczania reszt ubikwityny stajg sie
niedostepne, blokujgc procesy ubikwitylacji i proteaso-
malnej degradacji. Woéwczas Keapl jest wysycany przez
niezdegradowany kNrf2. Jednoczes$nie silnie zwieksza sie
translacja biatka Nrf2 i pula wrazliwego na stan redoks
fNrf2, ktére ulega translokacji do jagdra. W tym modelu
Keapl determinuje wielko$¢ puli fNrf2 w odpowiedzi na
stres oksydacyjny, nie powoduje jednak dysocjacji KNrf2
z nieaktywnego kompleksu (Ryc. 4) [7], Weryfikacja po-
wyzszej hipotezy jest celem najnowszych badan.

ELEMENT ODPOWIEDZI ANTYOKSYDACYJNEJ

Regulacja ekspresji gendw przez Nrf2 zachodzi w nastep-
stwie rozpoznania elementu odpowiedzi antyoksydacyjnej
(ARE, ang. antioxidant response element) jadrowego DNA i
jego wigzania za posrednictwem motywu zamka leucynowe-
go [44], Okuda i wsp. jako pierwsi opisali sekwencje wzmac-
niacza, podobng do miejsca AP-1 (ang. activator protein-1) i
elementu odpowiedzi na tkankowy antygen polipeptydo-
wy TPA (TRE, ang. TPA response element) w genie szczurzej
S-transferazy glutationowej (GST). Sekwencja ARE zostata
p6zniej zdefiniowana jako 5-TGACnnnGCA-3' w oparciu

A dimer Keapl

B dimer Keapl
|
!
\/

0 analizy mutacyjne promotora genu GST Al. Element od-
powiedzi antyoksydacyjnej zostat znaleziony w regionie 5'
wielu genéw enzymoéw detoksykacyjnych fazy 1. W 1996
roku Venugopal i Jaiswal po raz pierwszy dowiedli istotnej
roli Nrf2 w aktywacji ARE. Podobnie, Itoh i wsp. sugerowa-
li, ze pewne czasteczki z rodziny biatek CNC i/lub rodziny
matych biatek Maf moga wigzaé sie z sekwencjg ARE. Hipo-
teze te oparli na fakcie, ze sekwencja zgodnosci ARE jest po-
dobna do sekwencji rdzeniowej miejsca wigzania biatek Maf
(MARE, ang. Mafrecognition element, 5'-TGAGTCA-3') i miej-
scawigzania NF-E2 (5'-GCTGAGTCA-3"). Wykazali rowniez
, 2ze poziom syntezy GST i NQOL1 jest obnizony u myszy z
niedoborem Nrf2 w porédwnaniu z myszami typu dzikiego
(piSmiennictwo w pracy [45]). Obecnie wiadomo, ze specy-
ficzne wigzanie DNA i indukcja transkrypqgi genéw przez
Nrf2 sg mozliwe wéwczas, gdy ulegnie on dimeryzacji z in-
nymi czynnikami transkrypcyjnymi. Wérdd nich do tej pory
za najbardziej znaczgce uwaza sie mate biatka Maf [46], cho-
ciaz badania dowodzg takze istnienia innych partneréw dla
Nrf2 takich jak czynnik transkrypcyjny ATF4, ktéry tworzac
dimer z Nrf2 reguluje ekspresje gendw HO-1 [47],

GENY REGULOWANE PRZEZ NRF2

Wigzanie Nrf2 do sekwencji ARE indukuje ekspresje
wielu genéw o dziataniu cytoprotekcyjnym. W ostatnich
latach wykazano, ze w warunkach stresu oksydacyjnego i
chemicznego Nrf2 odgrywa gtéwna role w indukcji enzy-
mow antyoksydacyjnych i odtruwajacych, tzw. enzyméw Il
fazy (patrz ponizej) takich jak S-transferazy glutationowe,
reduktaza NAD(P)H: chinon, UDP-glukuronylotransferaza,
hydrolaza epoksydowa, syntetaza y-glutamylocysteinowa i
oksygenaza hemowa-1 [2], Dziatanie ochronne powstatych
biatek obejmuje rozktad reaktywnych form tlenu, deakty-
wacje metabolitow elektrofilowych, detoksykacje kseno-
biotykéw oraz stabilizacje potencjatu oksydoredukcyjnego
komarki (Ryc. 5).

Ponadto Nrf2 reguluje ekspresje genow przeno$nikow
komérkowych takich jak transporter wymienny cysteino-
wo-glutaminianowy [48] oraz transporter ABCC1 (Mrpl,
ang. multidrug ressistance-associated protein 1), eksportu-
jacy metabolity ksenobiotykow [49], W ten sposob Nrf2
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Rycina 4. Hipotetyczny model regulacji aktywnos$ci Nrf2 w warunkach stresu oksydacyjnego. A) warunki normalne; B) stres oksydacyjny

(opis w tekscie, zmodyfikowano wg [7]).
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Rycina 5. Rola gen6éw regulowanych przez Nrf2 w cytoprotekcji w warunkach stresowych (zmody-

fikowano wg [62]).

dowanych lub zagregowanych biatek w komérce. Stres
oksydacyjny promuje bowiem rozmaite modyfikacje bia-
tek, wiaczajac utlenianie, ktére moga zaburzaé¢ witasciwe
ich funkcjonowanie [32].

Oprocz gendéw antyoksydacyjnych, Nrf2 reguluje ekspre-
sje gendw wptywajgcych na wzrost i przezywalno$¢ komo-
rek, a takze zaangazowanych w odpowiedZ immunologicz-
ng. Te wyniki pozostajg w zgodzie z faktem, iz 15d-PGJ2,
czasteczka o dziataniu przeciwzapalnym, jest aktywatorem
Nrf2 [32].

DROGA SYGNALOWA NRF2-ARE JAKO
CEL ODDZIALYWANIA CZYNNIKOW
CHEMOPREWENCYJNYCH

Posrod ksenobiotykow wiele jest czynnikdw mutagen-
nych i kancerogennych. Ich przemiany (biotransformacja)
majg na celu szybkie usuniecie tych substancji z organi-
zmu lub zmiane ich dziatania biologicznego (inaktywacje).
Biotransformacja moze obejmowaé rézne procesy, ktére
umownie podzielono na reakcje | i Il fazy. Reakcje | fazy
prowadza do wytworzenia produktéw posrednich w pro-
cesach utleniania, redukcji i hydrolizy. Sg wiec prowadzo-
ne gtéwnie przez oksydoreduktazy i hydrolazy. Metabolity
enzymow | fazy sg czesto wysoce elektrofilowe. Dzigki uzy-
skaniu polarnosci zwigzki posrednie moga ulegac reakcjom
drugiej fazy, ktdre z kolei daja produkty koncowe. Enzyma-
mi Il fazy sg transferazy katalizujgce reakcje sprzegania np.
UDP-glukuronylotransferaza czy GST.

Strategie zapobiegania chorobom degeneracyjnym,
zwitaszcza nowotworom, stanowig wazng alternatywe
dla ciggle niewystarczajgco skutecznych terapii. Chemo-
prewencja ma na celu zahamowanie procesu kanceroge-
nezy na jego mozliwie najwczesniejszych etapach. Cha-
rakterystyczng cechg procesu indukcji nowotworow jest
stosunkowo dtugi okres jaki uptywa od chwili inicjacji
(akumulacja mutacji) do rozwoju klinicznej postaci cho-
roby, ktory stwarza wiele mozliwos$ci wczesnej interwen-
cji. Prowadzone w ostatnich latach badania dostarczyty
przekonujacych dowoddw, ze selektywna indukcja enzy-
mow Il fazy moze skutecznie chroni¢ komdrki przed od-
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dziatywaniem zaréwno reaktywnych meta-
bolitéw zwigzkéw kancerogennych jak i RFT,
co daje mocne podstawy do jej wykorzystania
jako strategii zapobiegania nowotworom. Do-
tyczy to szczegdlnie S-transferazy glutatio-
nowej i reduktazy NAD(P)H: chinon 1 [21].
Nrf2, bedac czynnikiem transkrypcyjnym od-
powiedzialnym za dziatanie cytoprotekcyjne,
gtéwnie za sprawg indukcji enzymow Il fazy,
moze by¢ wiec rozpatrywany jako potencjal-
ny cel oddziatywania czynnikéw chemopre-
wencyjnych w profilaktyce nowotworéw.

W ostatnich latach uzyskano wiele dowo-
déw na to, ze modulacja ekspresji genéw ko-
dujgcych enzymy Il fazy zmienia podatnos$¢
na kancerogeneze. | tak na przyktad, delecja
genu GST ni lub NQO1 powodowata zwiek-
szenie podatno$ci myszy na rozw0j nowo-
tworu skdry indukowany przez policyklicz-
ne weglowodory aromatyczne (PWA) [19].
Obserwowano takze zwiekszone ryzyko raka przewodu
pokarmowego, skéry, pecherza moczowego czy tez jamy
ustnej i ptuc w nastepstwie zablokowania genu jednego z
izoenzymow GST [51].

Do zwiazkéw chemoprewencyjnych dziatajagcych po-
przez indukcje enzymow Il fazy zalicza sie syntetyczne
Srodki farmakologiczne, jak rowniez wiele naturalnych
sktadnikéw diety, gtéwnie tzw. nieodzywczych skitad-
nikow zywnosci. Spos$réd zwigzkéw syntetycznych do
tej pory najlepiej poznany jest oltipraz. Naturalne za$ to
przede wszystkim organiczne zwigzki siarki i ro$linne
zwigzki fenolowe. Do pierwszej grupy nalezg izotiocyja-
niany takie jak m.in. izotiocyjanian fenetylu (PEITC) oraz
sulforafan majace najwieksze znaczenie w badaniach nad
chemoprewencjg. Mechanizm dziatania izotiocyjaniandw
opiera sie na rozrywaniu wigzania miedzy Nrf2 a biat-
kiem Keap 1, czego konsekwencjg jest oddysocjowanie
Nrf2 z nieaktywnego kompleksu cytoplazmatycznego.
Uwalnianie Nrf2 od Keapl mozliwe jest takze dzieki ak-
tywacji kinaz biatkowych (MAPK, PKC, PI3K, PERK). W
nastepstwie, wzrasta transkrypcja gendw zawierajacych
element ARE [52]. Organiczne izotiocyjaniany, wystepu-
jace powszechnie w diecie cztowieka, gtéwnie w musztar-
dzie i chrzanie, sg wiec bardzo silnymi induktorami GST
i NQO1. Dowiedziono, ze w ten sposéb PEITC hamuje
rézne postaci nowotworow indukowanych u zwierzat
doswiadczalnych przez chemiczne kancerogeny takie
jak nitrozoaminy. lzolowany z brokutéow sulforafan jest
jednym z najsilniejszych induktorow GST i NQO1l. Wy-
kazano m.in., ze zwigzek ten hamuje rozwdj nowotworu
gruczotu piersiowego u szczura. Analogicznie, poprzez
indukowanie enzymoéw Il fazy, gtéwnie GST i NQO1,
dziata wspomniany syntetyczny zwigzek, oltipraz (pi-
$miennictwo w pracy [21]).

Roslinne zwigzki fenolowe stanowig wyjatkowg grupe
zwigzkéw chemoprewencyjnych, gdyz dziatajg zaréwno
jako przeciwutleniacze jak i induktory enzymoéw detok-
sykacyjnych [53], Tutaj wymieni¢ nalezy: 1,4-difenole
wystepujgce w ekstraktach z zielonej herbaty, kwas pro-

www.postepybiochemii.pl

|
|


http://www.postepybiochemii.pl

tokatechowy w owocach, warzywach i orzeszkach ziem-
nych, flawonoidy w kwiatach i owocach oraz syntetyczne
zwigzki fenolowe takie jak butylohydroksyanizol (BHA).
Wykazano, ze mechanizmy chemoprewencyjne sg uszko-
dzone u myszy z niedoborem Nrf2. Indukcja ekspresji ge-
now kodujacych enzymy Il fazy w odpowiedzi na BHA
jest znoszona u takich zwierzat [44], Podobnie, przy bra-
ku Nrf2, sulforafan czy tez oltipraz nie wykazujg swoich
chemoprotekcyjnych efektow, co potwierdza kluczowe
znaczenie tego czynnika w ochronie przeciwko ksenobio-
tykom [54,55].

NRF2 JAKO MODULATOR STRESU
OKSYDACYJNEGO W NEURODEGENERACJI

Zwiekszony stres oksydacyjny jest zwigzany takze ze
Smiercig komoérek nerwowych w patogenezie wielu cho-
réb neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheime-
ra, Parkinsona, ptgsawica Huntingtona czy tez stward-
nienie zanikowe boczne (choroba Lou Gehriga). Ponie-
waz Nrf2 petni wazne funkcje ochronne w warunkach
stresu oksydacyjnego, wielu naukowcow podjeto prébe
zbadania udziatu Nrf2 w neuroprotekcji. Rzeczywiscie,
udowodniono, ze komérki nerwowe z hodowli pierwot-
nej traktowane chemicznymi aktywatorami $ciezki Nrf2-
ARE (tBHQ, sulforafan), sg bardziej oporne na neurotok-
syczno$¢ wywotang stresem oksydacyjnym [56], Z drugiej
strony przeprowadzono doSwiadczenia z zastosowaniem
myszy z niedoborem Nrf2. Neurony takich osobnikow
byty znacznie bardziej podatne na toksyczne dziatanie
zwigzkdw stuzacych za model choroby Huntingtona,
czyli inhibitorow Il kompleksu mitochondrialnego: kwa-
su 3-nitropropionowego i malonianu [57,58], Podobne
zwiekszenie wrazliwosci myszy z niedoborem Nrf2 zaob-
serwowano w modelach choroby Parkinsona przy uzyciu
6-hydroksydopaminy [59] oraz I-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-
tetrahydropirydyny (MPTP) [60], W badaniach in vitro
wykazano takze, ze astrocyty ze zwiekszong ekspresja
genu kodujgcego Nrf2, w nastepstwie podania wekto-
row adenowirusowych, mogg chroni¢ komorki nerwowe
przed skutkami stresu oksydacyjnego wywotanego przez
nadtlenek wodoru [61], Rola Nrf2 w astrocytach, neuro-
nach i mechanizmach zaangazowanych w neuroprotekcje
jest wiec bardzo istotna dla ustalenia nowych strategii w
profilaktyce i/lub terapii chordéb neurodegeneracyjnych.

PODSUMOWANIE

W normalnych warunkach Nrf2 wystepuje w cytopla-
zmie w formie zwigzanej z biatkiem cytoszkieletu Keapl.
Sytuacja zmienia sie w warunkach stresowych, kiedy to
Nrf2 jest uwalniany z nieaktywnego kompleksu, ulega
translokacji do jadra i aktywuje ekspresje wielu genéw
cytoprotekcyjnych. Jak pokazano na rycinie 5, powstajace
biatka moga chroni¢ komorki przed dziataniem kseno-
biotykéw i reaktywnych form tlenu [62], prowadzac do
stabilizacji potencjatu oksydoredukcyjnego.

Stres oksydacyjny oraz procesy zapalne generujace RFT,
jak réwniez wytwarzanie elektrofilowych metabolitéw
zwigzkoéw chemicznych zdolnych do uszkadzania ma-
kroczasteczek komdérkowych, sg istotnym elementem pa-
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togenezy wielu chorob degeneracyjnych [21]. Nrf2, bedac
czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzialnym za dziata-
nie cytoprotekcyjne, gtéwnie za sprawg indukcji enzymoéw
Il fazy, moze by¢ wiec rozpatrywany jako potencjalny cel
oddziatywania czynnikow chemoprewencyjnych w profi-
laktyce nie tylko nowotworéw, lecz takze choréb neurode-
generacyjnych czy choréb uktadu krazenia.
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Role of Nrf2 transcription factor in cellular response to oxidative stress
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ABSTRACT

Nrf2 transcription factor plays a crucial role in protection of cells against oxidative stress. Under normal conditions Nrf2 is sequestered in
cytoplasm by a cytoskeletal protein, Keapl. Situation is changed under stressful conditions, when electrophiles and/or reactive oxygen species
(ROS) cause dissociation of Nrf2 from Keapl. As a consequence, Nrf2 is translocated to the nucleus, that leads to activation of cytoprotective
genes involved in electrophile conjugation, excretion of xenobiotics, ROS scavenging and stabilization of cellular redox potential.

Amongst xenobiotics, there are many mutagenic and cancerogenic factors. Phase I and Il enzymes are responsible for inactivation and removal
of such compounds. It has been shown that induction of phase Il enzymes confers protection upon insult by reactive metabolites of cance-
rogens or ROS. Since Nrf2 is an inductor of those enzymes it can be considered as a potential target for cancer chemoprevention. Similarly,
in case of neurodegenerative disorders, which pathogenesis is connected to oxidative stress, Nrf2 may be important for therapeutical and
preventive strategies
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STRESZCZENIE

Badania mechanizméw adaptacyjnych do niekorzystnych warunkéw niedotlenienia do-
prowadzity do odkrycia czynnikéw indukowanych przez hipoksje, HIF-1 i HIF-2. Czyn-
niki te reguluja ekspresje wielu genéw umozliwiajacych dostosowanie komoérek do zmian w
stezeniu tlenu i przeciwdziatajgcych skutkom wystepujacego w niedotlenieniu stresu oksy-
dacyjnego. Regulacja aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych HIF polega na uwarunkowa-
nym dostepnoscia tlenu dziataniu hydroksylaz prolinowych i wynikajacej z tego zaleznej od
ubikwityny proteasomowej degradacji podjednostek HIF-la i HIF-2a. Najnowsze badania
wskazujg na szczeg6lna role reaktywnych form tlenu (RFT), produkowanych przez mito-
chondrialny faricuch oddechowy w regulacji stabilnosci HIF. Wiadomo, ze RFT wplywaja
réwniez na poziom tlenku azotu (NO) w organizmie, prowadzac do zmniejszenia jego ste-
zenia, ale generujac reaktywne formy azotu (RFA), ktérych efektem moze by¢ zwiekszenie
stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego. Regulacja aktywnosci czynnikéw HIF przez RFT, NO
i RFA jest obecnie obiektem wielu badan i wydaje sie by¢ mechanizmem zaleznym od wa-
runkéw (np. normoksja/hipoksja), czy stezen poszczegélnych stymulatoréw (np. donoréw
NO).

WPROWADZENIE

Gospodarka tlenowa organizmu jest sci$le regulowana, poniewaz gaz ten jest
niezbedny do produkcji ATP za pomocg mitochondrialnego tafcucha oddecho-
wego. Niemniej jednak tlen moze by¢ przeksztatcany w wysoce reaktywne po-
chodne, tzw. reaktywne formy tlenu (RFT), ktérych zrédtem moze byé zaréwno
mitochondrialny tancuch oddechowy, jak i promieniowanie jonizujace czy tez
rézne enzymy komorkowe.

RFT w komaérkach to gtéwnie anionorodnik ponadtlenkowy (O/*), nadtlenek
wodoru (HD 2 oraz rodnik wodorotlenowy (OH). Zwigzki te, jako bardzo re-
aktywne, moga oddziatywac z biatkami, lipidami oraz kwasami nukleinowy-
mi, wptywajac na ich strukture oraz funkcje (w przypadku biatek i lipidow),
badZz prowadzac do powstawania mutacji (DNA). Dlatego tez gospodarka RFT
jest scisle regulowana za pomocg wielu enzyméw antyoksydacyjnych zmiataja-
cych wolne rodniki. Enzymy te m.in. przeksztatcajg rodnik ponadtlenkowy do
nadtlenku wodoru (dysmutazy ponadtlenkowe), jak rowniez rozktadaja nadtle-
nek wodoru (katalaza, peroksydaza glutationu, peroksyredoksyny). Gtownymi
zrédtami RFT w komodrkach sg mitochondria, a wiasciwie elementy tancucha
oddechowego, gdzie w mitochondrialnym transporcie elektronéw dochodzi do
wyciekania elektronéw i powstawania anionu ponadtlenkowego.

Z drugiej strony, wiele stanéw patologicznych, takich jak choroby kardiolo-
giczne (np. zawat serca), neurologiczne (np. udar moézgu), czy rozw6j nowo-
tworéw, cechuje wystepowanie niedotlenienia (hipoksji), czyli stanu niedoboru
tlenu we krwi lub w tkankach, wynikajgcego z dysproporcji miedzy zapotrzebo-
waniem a zaopatrzeniem w tlen. Tlen jest niezbedny do prawidtowego funkcjo-
nowania organizmu i aby zniwelowa¢ szkodliwe skutki niedotlenienia, rozwi-
nety sie ztozone mechanizmy obronne.

Dostosowanie do obnizonej dostepnosci tlenu wymaga zmian w ekspresji ge-
néw, ktdre moga prowadzi¢ do zmniejszenia zuzycia tlenu, promowac dostawe
tlenu oraz zwalcza¢ negatywne skutki niedotlenienia. Gtéwnymi czynnikami
transkrypcyjnymi, regulujacymi te procesy, sg czynniki indukowane przez nie-
dotlenienie, tzw. czynniki HIF. Oprdcz roli w walce z niedotlenieniem, czynniki
te mogg zapewniac¢ ochrone przed stresem oksydacyjnym tworzgcym sie pod-
czas niedotlenienia, poniewaz wiele produktéw ekspresji genéw regulowanych
przez HIF-1 i HIF-2 moze mie¢ dziatanie antyoksydacyjne.
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BUDOWA CZYNNIKOW HIF

Biatka indukowane przez niedotlenienie (HIF, ang. hy-
poxia inducible factor) bedace heterodimerami ztozonymi z
podjednostek a (o masie czagsteczkowej 120 kDa) i 3 (0o ma-
sie czasteczkowej 91-94 kDa) sg kluczowymi czynnikami
odpowiedzialnymi za regulacje ekspresji genow zaleznych
od hipoksji. Istniejg trzy izoformy podjednostki a (HIF-la,
HIF-2a i HIF-3a) oraz trzy paralogi podjednostek p (Arntl,
Arnt2 i Arnt3) [1]. Z wymienionych izoform, HIF-la i HIF-
2a odgrywajg szczeg6lng role w odpowiedzi komérki na
brak tlenu i sa w stanie tworzy¢ kompleks z podjednostka
HIF-ip. Aktywne kompleksy HIF-1 i HIF-2, cho¢ podobne
strukturalnie, moga mie¢ r6zne wtasciwosci, charakteryzu-
jg sie odmiennym wzorem ekspresji i moga oddziatywaé z
roznymi kofaktorami. Ostatnie badania pokazujg réwniez,
ze spektrum genéw docelowych regulowanych przez te
dwa czynniki moze by¢ odmienne.

Podjednostki a i p zbudowane sg z dwoch charaktery-
stycznych domen: motywu bHLH (ang. basic helix-loop-helix)
oraz domeny PAS (ang. Per-AHR-ARNT-Sim) (Ryc. 1). Do-
meny te s3 wymagane do dimeryzacji biatka i wigzania si¢
z DNA. Podjednostka HIF-la zawiera rdwniez inne cha-
rakterystyczne domeny, jak zalezng od tlenu domene de-
gradacyjng ODD (ang. oxygen dependent degradation domain),
odgrywajacg kluczowa role w regulacji stabilnosci HIF-la
oraz dwie domeny transaktywacyjne C-TAD i N-TAD (ang.
C- i N-transactivation domains). Ponadto, HIF-la zawiera
dwa sygnaty lokalizacji jadrowej, NLS (ang. nuclear localiza-
tion signals), N-NLS i C-NLS, ktére kieruja HIF-la do jadra
komérkowego [1]. Struktura podjednostki HIF-2a jest po-
dobna do struktury podjednostki HIF-la, r6znice wiazg sie
jedynie z budowg domeny N-TAD (Ryc. 1). To witasnie ta
domena wptywa na specyficznosé izoform HIF-la i HIF-2a.
Rola biatka HIF-3a jest mniej zrozumiata, ale sugeruje sie,

O, + 2-ketoglutaran ~ CO, + bursztynian
®. ®
/

/ p300
P402  P564 N803

e e —————— e

P402 P564 N803

—
p300

P405 PS31 N847
—
p300

Rycina 1. Budowa czynnikéw HIF-la oraz HIF-2a. HIF-la zbudowany jest z 826,
a HIF-2a z 870 reszt aminokwasowych. W N-koricowym fragmencie znajdujg sie
domeny bHLH oraz PAS. W C-koricowej cze$ci wystepuje domena transaktywa-
cyjna (TAD) z wyrézniajagcymi sie sekwencjami N-TAD i C-TAD. Zaznaczono
réwniez domene ODD, w obrebie ktdrej znajduja sie specyficzne reszty proliny,
ktére w warunkach normalnego stezenia tlenu sa hydroksylowane przez PHDs i
stanowig sygnat do zaleznej od ubikwityny degradacji w proteasomach. Ponadto,
hydroksylacja reszty asparaginy (N803/N847) w domenie C-TAD przez czynnik
hamujacy (FIH-1) hamuje oddziatywanie z koaktywatorem CBP/ p300.
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ze alternatywne formy splicingowe HIF-3a hamujg aktyw-
no$¢ transkrypcji HIF-la.

GENY DOCELOWE REGULOWANE
PRZEZ IZOFORMY HIF-11HIF-2

Zwigzanie czynnikow HIF-1 oraz HIF-2 ze specyficzng
sekwencjg DNA (5'-(A/G) CGTG-3'), tzw. elementem od-
powiedzi na niedotlenienie (HRE, ang. hypoxia responsive
element), oraz przytaczenie szeregu kofaktor6w uruchamia
transkrypcje wielu genow, ktérych produkty biatkowe sg
odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy tlenu i utatwia-
ja adaptacje komorek do hipoksji (Ryc. 2). Wsrdd nich moz-
na wyodrebni¢ geny, ktérych produkty biatkowe utrzymu-
jg optymalng dostawe tlenu poprzez nasilenie erytropoezy,
czyli powstawania czerwonych krwinek. Warto podkresli¢,
iz czynnik HIF-1 zostat odkryty w 1992 roku jako czynnik
aktywujacy ekspresje genu dla erytropoetyny [2]. HIF-1 na-
sila rowniez ekspresje genéw ceruloplazminy, transferyny,
i receptora transferyny, biatek, ktére utatwiajg dostawy ze-
laza do réznych tkanek, co pozwala m.in. na synteze hemu.
Druga grupa czynnikow reprezentowana jest przez biatka
zaangazowane w rozwo0j i funkcjonowanie uktadu naczy-
niowego, miedzy innymi stymulatory procesu angiogenezy
(np. czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn, VEGF, ang. va-
scular endothelial growth factor, i jego receptor VEGFR1/FIt-
1) lub modulowanie napigecia $ciany naczyn krwionos$nych
(np. indukowana syntaza tlenku azotu, iNOS, ang. inducible
nitric oxide synthase; oksygenaza hemowa-1, HO-1, ang. heme
oxygenase-1; endotelina-1). Trzecig grupe stanowig geny,
ktorych produkty biorg udziat w metabolizmie energetycz-
nym komorki i powodujg uruchomienie procesu glikoli-
zy jako gtéwnego mechanizmu pozyskiwania energii. Na
przyktad, HIF-1 aktywuje transkrypcje genéw kodujacych
biatka transportujace glukoze do wnetrza komdrek, enzy-
my biorgce udziat w konwersji glukozy do pirogronianu
jak réwniez redukujace pirogronian do kwasu mlekowego.
Czwarta grupa obejmuje geny, ktérych produkty sg odpo-
wiedzialne za kontrole proliferacji i zywotnosci komarek.
Oprécz tych czterech gtéwnych grup, HIF-1 reguluje trans-
krypcje innych genéw, co prowadzi np. do hamowania réz-
nicowania (inhibitor wigzania z DNA, ID2, ang. inhibitor of
DNA binding-2), regulacji opornosci na chemioterapeutyki
(glikoproteina P, P-gp), syntezy katecholamin (hydroksylaza
tyrozyny) czy wptywu na metabolizm macierzy zewnatrz-
komdrkowej (metaloproteinaza macierzy pozakomoérkowej
2, MMP2, ang. matrix metalloproteinase 2). £gcznie ocenia sie,
ze HIF-1 odpowiada w istotny sposob za regulacje ponad
100 gendw.

REGULACJA AKTYWNOSCI HIF

Podjednostki HIF-a jak i HIF-P ulegajg konstytutywnej
ekspresji, ale ich czas pottrwania w warunkach normalnego
stezenia tlenu jest rozny. Poziom HIF-(3 jest staty, natomiast
czas pottrwania HIF-a wynosi mniej niz 5 minut [3], Labil-
no$¢ HIF-a i jego degradacja jest blokowana, kiedy spada
dostepnos$¢ tlenu. Skomplikowana regulacja aktywnosci
obu izoform HIF-a odbywa sie gtdwnie na poziomie po-
translacyjnym i zwigzana jest z zalezng od ubikwityny de-
gradacjag w proteasomach w warunkach normoksji. Dodat-
kowo, do petnej aktywnos$ci biatko HIF wymaga obecnosci
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wielu kofaktoréw, wsérod ktérych niektére sa wspélne dla
obu podjednostek HIF-la oraz HIF-2a, a inne specyficzne
dla poszczeg6lnych izoform.

STABILIZACJA HIF W WARUNKACH NIEDOTLENIENIA

Ostatnie badania ujawnity doktadny molekularny me-
chanizm stabilizacji HIF-la przez hipoksje. W warunkach
normalnego stezenia tlenu kluczowym procesem jest hy-
droksylacja reszt proliny (Pro 402, Pro 564) przez trzy spe-
cyficzne hydroksylazy prolinowe (PHDs 1-3) (Ryc. 1). Do
petnej aktywnosci enzymatycznej hydroksylazy wymagajg
obecnosci tlenu i a-ketoglutaranu, bedgcych substratami
reakcji, oraz kofaktorow: zelaza i askorbinianu [4], Hydrok-
sylowany HIF-la jest rozpoznawany przez biatko pVHL,
produkt genu supresorowego von Hippela-Lindaua oraz
kompleks ligazy E3. Bialko pVHL odgrywa szczeg6lng
role w ubikwitylacji HIF-1, poprzez domene R oddziatuje
bezposrednio z domeng ODD czynnika HIF-la ijest rozpo-
znawane przez kompleks ligazy E3 oraz przez inne biatka
wchodzace w sktad kompleksu: elongine B i C oraz Rbx-1
[1]. Wynikiem tych przemian jest zalezna od ubikwityny
proteasomowa degradacja HIF-la. Ponadto, sygnatem do
degradacji HIF-la w proteasomach jest acetylacja lizyny
[5]. Regulacja stabilnosci biatka HIF-2a jest podobna jak
dla izoformy HIF-la i opiera sie na zaleznej od dostepno-
§ci tlenu degradacji przez PHDs/pVHL. Réznice dotycza
jedynie specyficznej budowy izoformy HIF-2a, bowiem w
tym przypadku, hydroksylacji ulegajg reszty proliny Pro405
i Pro531 (Ryc. 1).

ODDZIALYWANIE Z KOFAKTORAMI
TRANSKRYPCYJINYMI

Zahamowanie hydroksylacji reszt prolinowych przez
PHDs nie jest warunkiem wystarczajacym do petnej aktyw-
nosci HIF-1. Aby nastapito zwigzanie sie HIF-1 z DNA (z

sekwencjg HRE) i aktywacja ekspresji gendw docelowych,
konieczny jest udziat kofaktorow, miedzy innymi p300/
CBP (ang. p300/Creb-binding protein), TIF-2 (ang. transcrip-
tion intermediary factor 2) czy SRC-1 (ang. steroid-receptor co-
activators) i ich zwigzanie z domeng C-TAD HIF-a [1].

Najwazniejszymi z wymienionych kofaktoréw sa biatka
p300 i CBP, bowiem stabilizujg one kompleks inicjacji trans-
krypcji zawierajacy polimeraze RNA Il, a takze posiadajg
aktywnos$¢ acetylotransferazy histondéw. Stanowig central-
ny regulator, wspdétdziatajagcy z pozostatymi kofaktorami,
zaréwno uniwersalnymi dla réznych izoform jak i oddzia-
tujacymi specyficznie z okreslonymi izoformami biatek HIF.
Inny kofaktor, NEMO (ang. NF-kB essential modulator), jest
unikatowy dla HIF-2a i zwieksza aktywnos$¢ transkrypcji
gendw regulowanych przez te izoforme [6]. Podobnie czyn-
nik transkrypcyjny Etsl oddziatuje jedynie z HIF-2a i nasila
transkrypcje receptora dla VEGF (VEGFR-2) [7].

Regulacja wigzania kofaktoréw jest kontrolowana przez
hydroksylaze asparaginowg, zwang takze czynnikiem ha-
mujacym HIF-1 (FIH-1, ang. factor inhibiting HIF-1), ktéra
hydroksyluje reszte asparaginy (N803 w HIF-la oraz N851
w HIF-2a), umiejscowiong w domenie C-TAD (Ryc. 1), co
prowadzi do zablokowania wigzania p300/CBP i dalszych
kofaktorow.

WPLYW RFT GENEROWANYCH PRZEZ
MITOCHONDRIA NA HIF

Za zwiegkszong produkcje RFT w hipoksji odpowiedzialne
sa mitochondrialne kompleksy 1 oraz Il [8]. Niemniej jednak
sugeruje sie, ze do aktywacji HIF w niedotlenieniu wymagane
sg RFT generowane przez mitochondrialny kompleks I11 [9,10].
Inhibitory #fancucha transportu elektronéw: rotenon (kom-
pleks 1), malonian (kompleks Il), antymycyna A (kompleks

I1), azydek sodu (kompleks IV) i zwigzek roz-

Utrzymanie optymalnej
dostawy tlenu

1A Erytropoeza
* erytropoetyna

Transport zelaza

« transferyna

* receptor transferyny
« ceruloplazmina

o O o
HIF-1
o

Kontrola
uktadu naczyniowego

17 Angiogeneza
* VEGF
* VEGFR1
* PAI-1

K Napiecie $ciany naczyn

* iNOS
« endotelina-1
« HO-1

Metabolizm
energetyczny komorki

Glikoliza
e LDH
« kinaza fosfoglicerolu 1
« aldolaza AiC

Transport glukozy
« transporter glukozy 1,3

Inne biatka

« dehydrogenaza
fosfo-3-glicerolu

Regulacja
proliferacji i zywotnosci

Zatrzymanie
cyklu komérkowego
e p21
1) Apoptoza
* BN1P3
10 Czynniki wzrostowe
¢ IGF 2
« biatka wigzace IGF 1,2,3

Rycina 2. Gtéwne grupy genéw, ktérych ekspresja jest reqgulowana przez HIF-1.
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sprzegajacy fosforylacje oksydacyjng (FCCP,
ang. p-trifluoromethoxy carbonyl cyanide phenyl
hydragzone) ostabiajg stabilizacje HIF-a podczas
niedotlenienia, ale nie wptywajg na HIF-a w
warunkach normoksji. Co wiecej, substrat
kompleksu Il, bursztynian jest w stanie przy-
wrocic stabilizacje HIF w hipoksji, wytgczong
przez dodanie inhibitora kompleksu I - rote-
nonu [11]. Z drugiej strony znane sg badania
pokazujace, ze zahamowanie aktywnosci tan-
cucha oddechowego nie wptywa na stabiliza-
cje HIF indukowang przez niedotlenienie [12].

Obecnie dominujg dwie teorie dotyczace
powigzan mitochondriow z PHDs i FIH-1,
enzymami regulujacymi aktywno$¢ HIF.
Jedna z nich to tzw. ,hipoteza redystrybucji
tlenu" (ang. the oxygen redistribution hypothe-
sis), a druga to ,,hipoteza RFT" (ang. the ROS
hypothesis) (Ryc. 3).

HIPOTEZA REDYSTRYBUCIJI TLENU

Jak wspomniano wecze$niej, gtdwnym
zrédtem RFT w komdrce sg mitochondria, a
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Rycina 3. Dwie teorie dotyczace wptywu mitochondriéw na stabilizacje HIF pod-
czas hipoksji. Hipoteza redystrybucji tlenu zaktada, iz mitochondrialna oksydaza
cytochromowa majaca wieksze powinowactwo do tlenu niz do PHDs i FIH-1 w
warunkach hipoksji zmniejsza dostepnos¢ tlenu dla tych enzyméw, hamujac ich
aktywnos$¢, co prowadzi do stabilizacji HIF-a. Hipoteza RFT zaktada, iz zwigk-
szenie produkcji O ,' przez mitochondrialny kompleks Il podczas hipoksji pro-
wadzi do zwiekszenia poziomu cytoplazmatycznych RFT, ktére hamujg aktyw-
no$¢ PHDs i FIH-1 zwigkszajac poziom HIF-a.

EH

wiasciwie sktadniki fancucha oddechowego znajdujace sie w
btonie mitochondrialnej. Mitochondria sg tez gtéwnym konsu-
mentem tlenu, ktdry jest niezbedny do aktywnosci enzymow
regulujacych stabilno$¢ czynnika HIF-a. Hipoteza kiadaca
nacisk na role tlenu w aktywacji HIF podczas niedotlenienia
zostata opracowana przez Hagena i wspotpracownikdw [13].
Bazuje ona na fakcie, iz enzymy modyfikujace HIF-a, zarow-
no PHDs jak i FIH-1, do swego dziatania wykorzystujg tlen
czasteczkowy. Gtdwnym miejscem konsumpcji tlenu sg mito-
chondria, aw nich oksydaza cytochromowa. Sugeruje sie, ze to
wiasnie ta podjednostka tancucha oddechowego w warunkach
niedotlenienia wykorzystuje wiekszos¢ dostepnego tlenu, a
ilos¢ tlenu pozostata w cytosolu dostepna dla PHDs i FIH-1,
majacych mniejsze powinowactwo do tlenu niz enzym mito-
chondrialny, nie jest wystarczajagca do prawidtowego dziata-
nia enzymow modyfikujacych HIF-a. Niedobor tlenu prowa-
dzi do braku modyfikacji biatek HIF-a, co w konsekwencji
prowadzi do ich stabilizacji. Hipoteza ta zostata opracowana
na podstawie badan nad wptywem zahamowania oddycha-
nia mitochondrialnego pokazujacych, iz inhibitory fancucha
oddechowego takie jak rotenon (inhibitor kompleksu I), anty-
mycyna A (kompleks II), myksotiazol (kompleks IIl), azydek
sodu (kompleks IV) oraz donor NO: NOC-18 odwracajg stabi-
lizacje HIF-1 wywotang 1% 0 2 Za pomoca pomiaru biolumi-
nescencji enzymu lucyferazy pochodzacej z Renilla reniformis,
ktérego aktywnos$c¢ jest zalezna od stezenia tlenu, pokazano,
iz po zahamowaniu oddychania mitochondrialnego w stanie
niedotlenienia tlen jest przenoszony w kierunku enzymow nie
uczestniczacych w oddychaniu tlenowym, a ktérych aktyw-
nos$¢ zalezy od tlenu, takich jak PHDs i FIH-1. Dostarczenie
tlenu do PHDs i FIH-1 prowadzi do przywrdécenia ich aktyw-
nosci i degradacji HIF-a [13].

Hipoteza ta zostata réwniez potwierdzona przez Doege
i wspotpracownikéw w naczyniach plastikowych badan ko-
moérek hodowanych w naczyniach plastikowych przepusz-
czalnych (brak gradientu stezenia tlenu), jak rowniez nieprze-
puszczalnych dla tlenu (tworzony jest gradient stezenia tlenu).
Stosujac hodowle w gradiencie stezenia tlenu wykazano, ze
0,1% 0 2powodowat stabilizacje HIF-1 niezalezng od zahamo-
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wania tafncucha oddechowego, podczas gdy efekt 3% 0 2byt
stabszy i odwracany przez inhibitory taficucha oddechowego.
W przypadku komérek rosngcych przy braku gradientu ste-
zenia tlenu zahamowanie tancucha oddechowego nie miato
wptywu na stabilizacje HIF-1a. DoSwiadczenia te pokazuja, ze
zahamowanie konsumpcji tlenu w mitochondriach zmniejsza
gradient stezenia 0 9 prowadzac do zwigkszenia stezenia tle-
nu w komérkach i nasilenia degradacji HIF-1 [14]. Co cieka-
we, sugeruje sig, ze w komdrkach z uposledzonym dziataniem
mitochondriéw HIF nie jest stabilizowany w hipoksji, co jest
spowodowane nie tyle brakiem wytwarzania RFT przez mito-
chondria, ale zmienionym rozmieszczeniem tlenu w komorce,
ktéry w rezultacie jest fatwiej dostepny dla PHDs prowadzac
do degradacji HIF-a [13,15].

HIPOTEZA REAKTYWNYCH FORM TLENU

Hipoteza dotyczaca roli RFT produkowanych przez mito-
chondria w aktywacji HIF w niedotlenieniu zostata zapropo-
nowana przez Chandela, Schumackera i wspétpracownikow
w 1998 roku [16]. Pokazali oni, iz aktywacja transkrypcji ge-
noéw regulowanych przez HIF-1 podczas hipoksji (erytropo-
etyna, enzymy glikolityczne, VEGF) odwracana jest przez an-
tyoksydanty: ditiokarbaminian pirolidyny oraz ebselen. Cie-
kawym modelem doswiadczalnym wykorzystanym w tych
badaniach byty komérki rho(0), pozbawione mitochondrial-
nego DNA. Brak mitochondrialnego DNA powoduje upo$le-
dzenie funkcjonowania mitochondriéw i zmniejsza generacje
RFT w hipoksji. Co wiecej, w komaérkach rho(0) w warunkach
niedotlenienia nie wystepuje aktywacja ekspresji genéw regu-
lowanych przez HIF [16]. Dalsze badania tej grupy pokazaty,
iz nadprodukcja katalazy, enzymu zmiatajgcego HD 2 zmniej-
sza wigzanie si¢ HIF z sekwencjg HRE podczas niedotlenienia.
Co wiecej, dodanie H.,0, do komdrek typu dzikiego jak i do
komorek rho(0) stabilizuje HIF-1a zaré6wno w normoks;ji jak i
w hipoksji. W izolowanych mitochondriach niedotlenienie po-
woduje natomiast wzrost produkcji RFT [17].

Rola produkowanych przez mitochondria RFT w indu-
kowanej przez niedotlenienie stabilizacji HIF-a zostata po-
twierdzona w komérkach nie posiadajgcych kluczowych
elementéw tancucha oddechowego (cytochrom c, zelazo-
wo-siarkowe biatka Rieskego), po zastosowaniu inhibito-
row kompleksu I (rotenon) i kompleksu Il (jak myksotiazol
i stigmatelina) lub genetycznej delecji kompleksu | [18].

Wykazano takze, iz zmiatacze RFT oraz inhibitory tafncucha
oddechowego catkowicie hamujga stabilizacje HIF-1a induko-
wang przez trombopoetyne (TPO) [19]. Ponadto, mitoubichi-
non (MitoQ) bedacy przeciwutleniaczem gromadzacym sie i
dziatajgcym w mitochondriach blokuje produkcje RFT i sta-
bilizacje HIF-1a w warunkach niedotlenienia, ale nie wptywa
na stabilno$¢ HIF-la w warunkach normoksji [20], za$ otrzy-
mywany z glonéw pigment, kaulerpina, hamuje oddychanie
mitochondrialne na poziomie kompleksu I blokujac transport
elektronéw na kompleks Il i w ten spos6b blokuje stabilizacje
HIF-a zalezng od RFT podczas niedotlenienia [21].

Nasze badania pokazujace, ze zwiekszenie poziomu H"O,
na skutek nadprodukcji SOD-1 indukuje transkrypcje VEGF
zalezng od aktywacji HIF-1, rowniez potwierdzajg role RFT
w stabilizacji HIF-la [22], W innych do$wiadczeniach poka-
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zano, ze w fibroblastach pobranych od pacjentéw z syndro-
mem Leigha, ktore wykazuja szczatkowy poziom aktywnosci
tancucha oddechowego, ale ktére nie sg zdolne do fosforylacji
oksydacyjnej, niedotlenienie prowadzi do stabilizacji HIF-Ia.
Sugeruje to, ze stabilizacja HIF-a jest zalezna od produkcji RFT
przez mitochondria, ale nie od fosforylacji oksydacyjnej [23],

Wptyw niedotlenienia na produkcje RFT nie jestjednak jed-
noznacznie okreslony, poniewaz wiele grup pokazato zwiek-
szenie poziomu RFT podczas hipoksji, podczas gdy inni opi-
sujg efekt wrecz przeciwny. Rozhieznosci moga by¢ spowo-
dowane nie tylko r6znicami w typach komorek czy r6znicami
miedzygatunkowymi, ale moga wynikac¢ z odmiennego wpty-
wu réznych czasoéw trwania hipoksji na produkcje RFT [15].

MECHANIZM WPLYWU REAKTYWNYCH
FORM TLENU NA STABILIZACJE HIF-a

Wsrod innych teorii dotyczacych roli RFT w stabilizacji
HIF-a nalezy zwrdci¢ uwage na bezposredni wptyw RFT na
aktywno$¢ enzymu PHD2. Zaproponowano kilka hipotez do-
tyczacych mechanizmu regulaqi aktywnos$ci PHDs przez RFT
(Rys. 4). Pierwsza z nich sugeruje istotng role jondw zelaza.
Nadtlenek wodoru uczestniczy w reakcji Fentona, ktérej dru-
gim substratem sg wtasnie jony zelaza Fe2 W reakcji tej Fe2+
jest utleniane do Fe3+i dodatkowo powstajg rodnik wodoro-
tlenowy ianion wodorotlenkowy. Poniewaz Fe2+jako kofaktor
jest niezbedny do dziatania PHDs, utlenianie Fe2+powoduje
zahamowanie aktywnos$ci PHDs, co w konsekwencji prowadzi
do stabilizacji HIF-a [15], Role zelaza w stabilizacji HIF-a po-
twierdzajg badania z wykorzystaniem deferoksaminy (DFO),
zwigzku bedacego chelatorem jonow Fe2, ktéry wiasnie dzie-
ki tej whasciwosci prowadzi do stabilizacji HIF-a w warunkach
normoksji [24], Pokazano rowniez, iz RFT poprzez zahamowa-
nie czynnika transkrypcyjnego JunD i zmniejszenie ekspresji
genow antyutleniajacych powodujg inaktywacje PHD2 na
skutek utlenienia Fe2+w domenie katalitycznej tego enzymu.
Sugeruje sie takze, iz RFT moga wptywacé na wigzania S-S w
PHD2 iw ten sposob zmienia¢ aktywno$¢ enzymatyczna.

zmiany w szlakach

rzekazywania sygnatu
P y v modyfikacja mostkow

* p38 disiarczkowych w PHDs

* AMPK (szlak zalezny od

INK i JAK2)
HIE-aj

utlenianie Fe2*
w reakcji Fentona

e c-Src

Rycina 4. Hipotezy dotyczace wptywu RFT na stabilno$¢ HIF-a poprzez zahamo-
wanie PHDs. ROS moga wptywac na szlaki przekazywania sygnatéw prowadzac
do potranslacyjnych modyfikacji PHDs, moga modyfikowa¢ mostki disiarczkowe
w PHDs albo tez utlenia¢ Fe2rhamujgc aktywno$¢ PHDs.

160

Innym mozliwym sposobem dziatania RFT jest urucho-
mienie kaskady sygnatowej, ktéra prowadzi do zahamowania
potranslacyjnych modyfikacji PHDs [9], Pokazano, iz kinaza
aktywowana 5'-AMP (AMPK) odgrywa role w stabilizacji i
aktywacji HIF-la indukowanej przez H0v prawdopodob-
nie poprzez zahamowanie ubikwitylacji HIF-la. Regulaga
HIF-la przez AMPK w odpowiedzi na RFT jest zalezna od
N-koncowej kinazy c-jun (JNK) i kinazy Janusowej 2 (JAK2)
[25], ale nie od kinaz aktywowanych mitogenem (MAPK) oraz
szlaku kinaz 3-fosfatydyloinozytolu (PI-3)/ kinazy Akt [26].
Inne prace wskazujg na role kinazy p38, jako ze fibroblasty
pozbawione biatek p38 lub MKK3/6, bedacego kinazg akty-
wujaca p38, nie sg w stanie stabilizowa¢ HIF-a ani w hipoksji,
ani w warunkach stresu oksydacyjnego [27], W przekazywa-
niu sygnatu od RFT prowadzacego do stabilizaqi HIF-la w hi-
poksji posredniczy rowniez c-Src [28], Co wiecej, na stabilizage
HIF-la podczas niedotlenienia ma wptyw poziom utlenienia
glutationu [29-30],

REAKTYWNE FORMY TLENU, HIF A NRF2

Jak wiadomo, zbyt wysoki poziom RFT prowadzi do po-
wstawania zmian niekorzystnych dla komorki, jednak pro-
dukcja RFT w warunkach niedotlenienia wydaje sie by¢ na
tyle niska, ze nie wywotuje stanéw patologicznych. Wiadomo,
iz znaczne zwiekszenie poziomu RFT powoduje uruchomie-
nie odpowiedzi antyutleniajacej, w ktorej istotng role odgrywa
czynnik transkrypcyjny Nrf2 (ang. nuclear erythroid 2-related
factor). Nasze ostatnie badania wykazaty, iz ekspresja i aktyw-
nos¢ tego czynnika jest zmniejszona w stanach niedotlenienia
wraz z rbwnoczesng indukcjg ekspresji genu czynnika Bachl,
ktory jest represorem aktywnos$ci Nrf2. Co wiecej, nadproduk-
cja HIF-la obniza synteze Nrf2 i indukuje mRNA Bachl [31],
reoksygenacja natomiast powoduje aktywacje Nrf2 [32],

STABILIZACJA HIF-a W ANOKSJI

Co ciekawe, badania sugerujg, iz mechanizm stabilizacji
HIF-a w hipoksji i anoksji (catkowity brak tlenu) przebiega
inaczej. W komérkach rho(0), w ktoérych nie ma stabilizacji
HIF-la w warunkach niedotlenienia, podczas anoksji docho-
dzi do zwiekszenia jego poziomu. Stymulacja tych komaorek
deferoksaming powoduje stabilizacje HIF-la, co sugeruje, ze
proces stabilizacji HIF przez PHDs jest prawidtowy. Dodatko-
wo, rotenon (inhibitor kompleksu I) hamuje stabilizage HIF-la
w hipoksji, ale nie w anoksji, sugerujac role mitochondrialnego
taricucha oddechowego w warunkach obnizonego stezenia tle-
nu ale nie przy jego catkowitym braku [18]. Z drugiej strony, w
komaérkach nie posiadajacych kluczowych elementéw taricu-
cha oddechowego, zdolno$¢ do stabilizacji HIF w anoks;ji jest
przywrdécona. Mozliwe jest, ze w anoksji do stabilizacji HIF-la
dochodzi poprzez zahamowanie aktywnosci PHDs wywotane
catkowitym brakiem tlenu.

ROLA KOMPLEKSU Il W STABILIZACJI HIF

Klimova i Chandel [33] zaproponowali hipoteze dotycza-
cg szczegOlnej roli kompleksu Il w stabilizacji HIF-a podczas
niedotlenienia. Mimo, iz zaré6wno kompleks I, Il'i Ill moga ge-
nerowac anionorodnik ponadtlenkowy, to dwa pierwsze kom-
pleksy uwalniajg go do macierzy mitochondrialnej, podczas
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gdy tylko kompleks Ill moze go uwalnia¢ zaréwno do prze-
strzeni miedzybtonowej jak i do macierzy mitochondrialne;j.
Wewnetrzna btona mitochondrialna jest nieprzepuszczalna
dla wiekszosci drobnoczasteczkowych zwigzkéw, co powo-
duje, iz anionorodniki ponadtlenkowe uwalniane do macierzy
mitochondrialnej nie sg przenoszone do cytosolu, tylko dys-
mutowane do H 2i 0 2przez SOD-2. Zupetnie inaczej dzieje
sie z rodnikami uwalnianymi do przestrzeni miedzybtonowej,
poniewaz zewnetrzna btona mitochondrialna jest przepusz-
czalna dla drobnoczasteczkowych zwigzkéw. W warunkach
niedotlenienia anionorodniki ponadtlenkowe sg uwalniane
przez kompleks Il do cytosolu, gdzie ulegaja przeksztatceniu
do HD 2[33],

Niezbedno$¢ funkcjonalnego kompleksu Il do stabilizacji
HIF-1a w warunkach niedotlenienia zostata pokazana dzieki
wykorzystaniu zahamowania ekspresji biatek Rieskego kom-
pleksu 1ll za pomocg siRNA, ktéry powodowat obnizenie
stabilizacji HIF-1a i produkcji RFT indukowanych przez hi-
poksje. Sugeruje to role mitochondriéw jako sensora poziomu
0 2 ktéry poprzez uwalnianie RFT do cytoplazmy powoduje
stabilizacje HIF-la podczas hipoksji [34], Co wiecej, uzywajac
komérek pozbawionych cytochromu b udowodniono, ze to
miejsce Qo w kompleksie Ill zwigksza poziom RFT prowadzgac
do stabilizacji HIF-la podczas niedotlenienia. Komorki bez cy-
tochromu b generujg RFT stabilizujagc HIF-a, ale dodatkowe
zahamowanie w nich biatek zelazowo-siarkowych Rieskego
kompleksu Ill za pomocg siRNA zmniejsza generacje RFT w
miejscu Qo kompleksu IIl. Traktowanie komdrek typu dzikie-
go stigmateling (inhibitor kompleksu Ill) rowniez hamuje ge-
neracje RFT w miejscu Qo kompleksu Il [35]. Role kompleksu
I w regulacji odpowiedzi na niedotlenienie potwierdzaja tez
badania zwykorzystaniem nadekspresji oraz wyciszenia przez
siRNA podjednostki UQCRB mitochondrialnego kompleksu
111 [36]. Heterozygotyczne myszy z mutacjg Mclkl (+/-), biatka
mitochondrialnego niezbednego do biosyntezy ubichinonu,
wykazujg zwiekszony poziom podstawowego jak i indukowa-
nego przez niedotlenienie HIF-la, a komorki z wytgczonym
genem Mclkl charakteryzujg sie zwiekszong produkcjg RFT w
mitochondriach oraz podniesionym poziomem HIF-la. Wy-
korzystanie peptydoéw antyoksydacyjnych specyficznych dla
mitochondriéw potwierdzito znaczenie zmienionego metabo-
lizmu RFT dla stabilizacji HIF-la w niedotlenieniu [37],

METABOLIZM KWASU CYTRYNOWEGO A HIF

Mitochondria moga regulowaé aktywnos$¢ HIF nie tylko
przez RFT, ale réwniez poprzez zwigzki uczestniczace w cy-
klu kwasu cytrynowego, ktéry ma miejsce w macierzy mitro-
chondrialnej. Produkty przejsciowe tego cyklu mogg regulo-
waé aktywnos$¢é PHDs, stabilno$¢ HIF i odpowiedZ komérki
na niedobo6r tlenu. Bursztynian (jeden z produktow reakcji
katalizowanej przez PHDs) dziata jako inhibitor kompetycyj-
ny PHDs [38]. Dodanie a-ketoglutaranu (jeden z substratow
PHDs) odwraca zahamowanie aktywno$ci PHDs wywotane
przez bursztynian. Inny metabolit cyklu, fumaran, réwniez
obniza aktywno$¢ PHDs podnoszac poziom HIF [39], Analog
a-ketoglutaranu - dimetylooksoalliloglicyna (DMOG), hamu-
je aktywno$¢ PHDs i stabilizuje HIF [31], Inne metabolity glu-
kozy, jak szczawiooctan, takze wptywajg na aktywnos¢ PHDs
[40], Szczawiooctan i pirogronian wigzg sie z miejscem wigza-
nia ketoglutaranu w PHDs inaktywujgc hydroksylacje HIF-la.
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Poniewaz HIF-1 promuje glikolize, indukcja HIF-1 przez me-
tabolity glukozy moze stanowi¢ nowy mechanizm stabilizacji
tego czynnika w rozwoju nowotwordw [41],

MITOCHONDRIA A HIF-2

Wiekszos$¢ badan skupia sie na okresleniu wptywu mitochon-
dridw na HIF-1. Jednak coraz czesciej pojawiaja sie prace dazace
do zbadania proceséw stabilizacji HIF-2 w warunkach niedotle-
nienia. Doswiadczenia prowadzone przez BrownaiNurse'a [42]
dotyczace powigzan HIF-2a i aktywnos$ci mitochondrialnej po-
kazaly zalezng od czasu i stezenia tlenu stabilizacje HIF-2a w hi-
poksji. Dodatkowo wyciszenie przy pomocy siRNA Zelazowo-
siarkowych biatek Rieskego (element kompleksu IlI), oksydazy
cytochromu c (kompleks IV) lub brak funkcjonalnych mitochon-
dridw (komorki rho(0)) blokowato stabilizacje HIF-2a podczas
hipoksji. Farmakologiczne inhibitory kompleksu I (rotenon),
kompleksu Il (myksotiazol, antymycyna A) oraz kompleksu IV
(cyjanek) rowniez blokowaty stabilizacje HIF-2a. Co ciekawe,
inhibitory te wptywaty na poziom HIF-2a tylko w przypadku
fagodnej i umiarkowanej hipoksji (2-6%0 2, ale nie w przypad-
ku nizszego stezenia tlenu. Zmiany poziomu RFT uzyskane za
pomocg zmiataczy wolnych rodnikdéw, jak N-acetylocysteina
(NAC) czy troloks, jak réowniez dostarczenie LEC/ nie wptywaty
na stabilizacje HIF-2a, co sugeruje, iz to raczej konsumpcja tle-
nu przez mitochondria, a nie produkcja RFT przez te organelle
uczestniczy w stabilizacji HIF-2a podczas niedotlenienia [42],
Wyniki innej grupy badaczy sugerujg natomiast, iz produkcja
RFT przez mitochondria jest konieczna do stabilizacji zaréwno
HIF-la jak i HIF-2a w warunkach niedotlenienia (1,5% 0 2. Po-
kazali oni, iz brak cytochromu cuniemozliwia stabilizacje HIF-a
w hipoksji. Co wiecej dostarczenie HDnlub anoksja prowadzi
do stabilizacji HIF-a mimo braku funkcjonalnych mitochon-
driow (brak cytochromu c) [43], Badania dotyczace roli RFT
powstatych nie w mitochondrialnym tancuchu oddechowym,
ale generowanych na skutek aktywacji NOX4 (jednej z izoform
oksydazy NADPH), pokazujg, iz RFT generowane przez NOX4
zwiekszajg poziom HIF-2a poprzez zmniejszenie wigzania
pVHL. Nadprodukcja NOX4 nasila aktywnos¢ domen N-TAD i
C-TAD HIF-2a, a dodanie askorbinianu (przeciwutleniacz) lub
mutacja miejsc hydroksylacji HIF-2a zapobiega temu efektowi
[44], Brak NOX4 powoduje rowniez obnizenie poziomu HIF-la
oraz zmniejsza ekspresje genu docelowego, VEGF [45], WyniKki
te sugeruja, iz RFT produkowane nie tylko przez mitochondria
moga powodowac zmiany w stabilnosci HIF-2a.

Rola mitochondriow i RFT w stabilizacji zaréwno HIF-la jak
i HIF-2a podczas niedotlenienia nie jest do korica poznana. Zto-
zony sposoéb regulacji HIF-la i HIF-2a zalezny od czasu trwa-
nia i poziomu niedotlenienia sprawia, iz wzajemne powigzanie
gospodarki redoks i stabilizacji HIF-a wymaga dalszych badan.

INNE MECHANIZMY REGULUJACE STABILNOSC HIF-la

Obok niedotlenienia i generowanych RFT, réwniez tlenek
azotu (NO) i powstajace z niego w wyniku przemian meta-
bolicznych reaktywne formy azotu (RFA) moga modulowaé
aktywno$¢ HIF-1. Co ciekawe, dziatanie NO jest odmienne w
warunkach normoksji i hipoksji, prowadzgc odpowiednio do
stabilizacji i destabilizacji czynnika HIF-Ia.
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TLENEK AZOTU STABILIZUJE HIF-la W NORMOKSIJI

Wiele niezaleznych badan przeprowadzonych na rdz-
nych rodzajach komérek wskazuje, ze chemiczne donory
NO, indukcja syntaz NO oraz produkcja NO w kulturach
komdrkowych zwigksza stabilizacje biatka HIF-la oraz
indukuje transkrypcje gendw docelowych w warunkach
normoksji [46-47]. Réwniez prace naszej grupy pokazaly, iz
ekspresja VEGF jest indukowana przez NO w komorkach
$rédbtonka czy komoérkach miesni gtadkich [48].

W badaniach wptywu NO uzywano wielu donoréw
NO. Najbardziej fizjologicznym donorem jest GSNO (S-
nitrozoglutation), ktérego czas pottrwania wynosi kilka go-
dzin. Dostepne sg rowniez zwigzki o bardzo dtugim okresie
potrwania (np. 18 h dla NOC-18), jak i donory o krotkim
czasie potrwania (np. 20 min dla NOC-5) [46]. Chociaz w
wielu badaniach uzywano réwniez nitroprusydku sodu
jako donora NO, nalezy pamieta¢ o innych produktach jego
rozpadu (jony zelaza, cyjanek), ktére mogag wywieraé dzia-
tanie niezalezne od NO.

Badania mechanizmu molekularnego dziatania NO na HIF-
1 juz dosyé wczesnie wykluczyty udziat cyklazy guanylowej
(CG) i 3'5'-cyklicznego guanozynu monofosforanu (cGMP),
czyli gtdwnych mediatoréw NO w uktadzie naczyniowym [49].
Doswiadczenia pokazaty, ze antagonisci CG i analogi cGMP
ani nie ostabiajg ani nie zwiekszajg akumulaqgi HIF-la. Obser-
wowano natomiast zmniejszenie ubikwitylagi HIF-la i zaha-
mowanie wigzania biatka pVHL do HIF-la [47], co sugeruje,
ze NO w sposdb bezposredni hamuje hydroksylacje HIF-la.
Rzeczywiscie, w badaniach in vitro wykazano zalezne od uzytej
dawki hamowanie aktywnosci hydroksylaz prolinowych przez
GSNO (0,1 do 1 mM). Ponadto, badania w obecnosci innego
donora NO, NOC-18, wykazaty zwiekszenie syntezy HIF-la
na drodze zaleznej od PI3K oraz kinaz z rodziny MAPK [50],
Autorzy obserwowali jednak, ze efekt réznych donoréw NO na
oddziatywanie HIF-la z biatkiem pVHL jest odmienny (NOC-
18 nie zaburzat oddziatywania, a GSNO powodowat ostabione
oddziatywanie), co wynika z generowania roznych RFA pod
wptywem donoréw NO.

TLENEK AZOTU DESTABILIZUJE HIF-la W HIPOKSJI

Okoto 10 lat temu obserwacje kilku grup wykazaty, ze w
warunkach niedotlenienia wptyw NO na HIF-1 jest zupetnie
odmienny, niz ten obserwowany w warunkach normalnego
stezenia tlenu, bowiem odnotowano hamujacy wptyw RFA
na indukowang niedotlenieniem akumulacje HIF-la [51-53],
Sogawa i wsp. podkreslili, ze donory NO hamuja wiazanie
sie HIF-la z DNA w warunkach niedotlenienia lub po trak-
towaniu CoCI2[51]. Liu i wsp. poinformowali, ze NO ostabia
wigzanie HIF-1 z DNA, a w zahamowaniu produkcji genu
regulowanego przez HIF-1, VEGF przez NO posredniczy
cGMP [52]. Zaohserwowano réwniez, ze NO zapobiega aku-
mulacji HIF-la w warunkach niedotlenienia dziatajac na do-
mene ODD w HIF-la i to wtasnie obecno$¢ tej domeny jest
niezbedna do odwrécenia stabilizacji HIF-la w warunkach
hipoksji pod wptywem RFA [53]. Wyniki te zostaty potwier-
dzone przez Hagena i wsp., ktdrzy wykazali, ze mutacja w
miejscach kodujacych reszty proliny odpowiedzialne za wig-
zanie biatka pVHL (P402A/P564A-HIF-la) powoduje, ze
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poziom HIF-la nie ulega zmianie pod wptywem NOC-18 w
warunkach niedotlenienia [13].

Mechanizm dziatania NO w hipoksji moze by¢ zwigzany
z redystrybucja tlenu, gdyz NO, jako inhibitor kompleksu
IV taincucha oddechowego, hamuje zuzycie tlenu w mito-
chondriach. Powoduje to wzrost dostepnosci tlenu dla in-
nych enzymoéw, m.in. dla PHDs, ktére pomimo wystepuja-
cej hipoksji, kierujg HIF-la na droge degradacji.

WPLYW TLENKU AZOTU NA PHDs/
FIH-1 W NORMOKSIJI | HIPOKSJI

Ostatnio stwierdzono, ze wptyw NO na aktywacje HIF-1
w warunkach normoksji jest wynikiem zahamowania hy-
droksylacji reszt proliny [47], a zatem PHDs moga stano-
wi¢ bezposrednie lub posrednie cele NO. Oddziatywania
pomiedzy NO ijonami zelaza moga by¢ jednym z mecha-
nizméw, poprzez ktéry dochodzi do hamowania PHDs, po-
niewaz NO bezposrednio wiaze sie z jonami Fe2+w hemie
lub w biatkach niehemowych, zawierajacych zelazo. Hy-
droksylazy prolinowe zawierajg Fe2rw domenie katalitycz-
nej, dlatego NO moze konkurowaé z tlenem czasteczkowym
0 miejsce katalityczne i hamowac aktywnos$é enzymu [47],

Pierwsze dowody na to, ze NO moze bezpos$rednio od-
dziatywac¢ z PHDs wynikaty z pracy Metzen i wsp. [47], Au-
torzy dowiedli, ze akumulacja HIF-la pod wptywem NO
byta niezalezna od transkrypcji genu lub translacji biatka
HIF-la lecz zostata spowodowana przez hamowanie degra-
dacji HIF-1. Donor NO, GSNO hamowat oddziatywanie HIF-
la-pVHL i znacznie zmniejszat ubikwitylacje HIF-la. Dane
te sugeruja, ze nagromadzenie aktywnego HIF-la wynika z
bezposredniego hamowania PHD1, 2 lub 3 [47], ale izoforma
PHD2 odgrywa w tym procesie kluczowg role [54].

Opr6cz hamowania aktywnosci PHDs, NO zmniejsza
rowniez aktywno$é FIH-1, ale do tego celu konieczne sg
wyzsze stezenia NO ze wzgledu na wieksze powinowactwo
FIH-1 do O, w poréwnaniu do PHDs [55], Bezposrednie ha-
mowanie PHDs i FIH-1 przez NO wyjasnia zaréwno zwiek-
szong akumulacje HIF-la jak i nasilong ekspresje zaleznych
od HIF-1 gendéw docelowych takich jak VEGF.

W warunkach niedotlenienia aktywno$¢ PHDs wydaje sie
by¢ regulowana przez NO w sposob zalezny od uzytej dawki.
Wysokie stezenia NO (> 1 pM) stabilizujg HIF-la niezaleznie
od stezenia tlenu, podczas gdy niskie stezenia NO (<0.4 pM)
destabilizujg HIF-la w warunkach niedotlenienia. Podobny
efekt obserwowano, podczas uzycia wysokich lub niskich ste-
zen NO stosujgc NOC-18 (odpowiednio 500-1000 pM i50-100
pM) [56],

PODSUMOWANIE

Poznawanie mechanizméw aktywacji czynnikéw trans-
krypcyjnych w warunkach hipoksji stanowi coraz czestszy
temat badan. Sposrdd tych czynnikdw najistotniejszy wydaje
sie HIF-1, ale stopniowo ro$nie rowniez zainteresowanie czyn-
nikiem HIF-2. Niemniej jednak nadal wiele pytan pozostaje
bez odpowiedzi. Jest to spowodowane niekiedy brakiem wta-
$ciwych narzedzi badawczych, jak np. sond pozwalajgcych
na pomiar poziomu RFT w poszczegélnych przedziatach ko-
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moérkowych, a w szczegdlnosci w mitochondriach. Kolejnym
problemem jest sprawdzenie roli mitochondriéw oraz stresu
oksydacyjnego w aktywacji HIF w uktadach bardziej ztozo-
nych: tkankach oraz catych organizmach. Mimo, iz mitochon-
dria wydaja sie odgrywac istotng role w stabilizacji HIF-a pod-
czas hipoksji, to doktadna rola generowanych przez nie RFT i
RFA oraz mechanizm ich dziatania wymaga dalszych badan.
Dogtebne zrozumienie mechanizmdw fizjologicznej aktywacji
HIF i roli stresu oksydacyjnego w tym procesie, a takze po-
znanie réznic w aktywacji i aktywnoS$ci oraz wzajemnych po-
wigzan obu izoform moze przyczynic sie do wyjasnienia przy-
czyn rozwoju chorob, w ktorych HIF odgrywa wazna role i do
opracowania wiasciwej strategii leczenia. Oczywiscie podczas
hipoksji aktywowane sg rowniez inne czynniki, jak NF-kB, a
oddziatywania miedzy tymi czynnikami, HIF a stresem oksy-
dacyjnym podczas niedotlenienia réwniez stanowig interesu-
jacy temat badan.
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ABSTRACT

Studies on the mechanisms of adaptation to adverse hypoxic conditions led to the discovery of hypoxia inducible factors, HIF-1 and HIF-2. These
factors regulate the expression of many genes which allow cells to adapt to changes in oxygen concentration and counteract the effects of oxidative
stress developing in hypoxia. Regulation of HIF activity is dependent on the prolyl hydroxylases activity and results in its degradation under normo-
xic conditions by the ubiquitin-dependent proteasome pathway. Recent studies indicate a specific role of reactive oxygen species (ROS) generated
by the mitochondrial respiratory chain in regulation of HIF stability. ROS affect also the level of nitric oxide (NO), leading to a reduction in its con-
centration by forming reactive nitrogen species (RNS), which may cause the increase in oxidative and nitrosative stress. Regulation of HIF activity
by ROS, NO and RNS is currently the subject of many studies and seems to be a mechanism dependent on conditions (eg. normoxi”hypoxia), or

concentrations of individual stimulators (e.g. NO donor used).
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Rola biatka p66Shc w fizjologii i patologii

STRESZCZENIE

B iatko adaptorowe p66Shc juz od ponad dekady stanowi przedmiot zainteresowania wielu
grup badawczych na catym $wiecie. Prowadzone w ostatnim czasie badania przyczyni-
ty sie do poznania jego budowy oraz scharakteryzowania podstawowych funkcji jakie moze
petni¢ w komoérce. Pomimo niewatpliwie ogromnego postepu w badaniach nad p66Shc, do
wyjasnienia pozostaje mechanizm potencjalnego wptywu tego biatka na metabolizm mito-
chondriéw, a tym samym na stan energetyczny komdrki. Niezwykle interesujaca jest kwestia
czy p66Shc jest kluczowym elementem odpowiedzi komoérki na stres oksydacyjny, co moze
w efekcie mie¢ wptyw na dtugosé zycia organizmu. Fosforylacja reszty serynowej 36 biatka
p66Shc uruchamia kaskade zdarzen prowadzacych do zwiekszenia produkcji reaktywnych
form tlenu (RFT) w komorce. Sformutowana przez Harmana, w latach 50-tych ubiegtego stule-
cia, wolnorodnikowa teoria starzenia sie organizméw zaktada, ze ,,niekontrolowany" wzrost
poziomu RFT moze prowadzi¢ do uszkodzen biatek, lipidéw, a takze DNA. Kumulacja takich
uszkodzen w komérkach moze z czasem negatywnie wptywac na funkcje tkanek i narzadow,
prowadzac do powstawania stanéw patologicznych, a czasami nawet do przedwczesnej $Smier-
ci organizmu. Potwierdzona doswiadczalnie wiedza o udziale biatka p66Shc w produkcji RFT
oraz jego wptywie na dtugos$¢ zycia organizmu pozostaje niekompletna i ciagle jeszcze wy-
maga wielu dodatkowych badan, ktére umozliwig lepsze poznanie mechanizméw rzadzacych
procesami starzenia oraz powstawania rozmaitych patologii zwigzanych z wystepowaniem
stresu oksydacyjnego. Niniejsza praca jest probg usystematyzowania istniejgcej wiedzy na te-
mat biatka p66Shc, jego budowy oraz funkcji. Zwrécono takze uwage na najciekawsze aspekty
i wyniki badan w réznych modelach in vivo i in vitro w konteks$cie stresu oksydacyjnego i
zwigzanych z nim patologii oraz starzenia.

WPROWADZENIE - RODZINA BIALEK She

Badania prowadzone na poczatku lat 90-tych ubiegtego wieku doprowadzity do
poznania sekwencji kodujacej biatka She. Znaleziono wowczas dwa transkrypty be-
dace prawdopodobnie produktami tego genu, co wskazywato na istnienie dwéch
kodonow inicjacji transkrypcji. Odkryto wtedy sekwencje kodujace biatka p46Shc
oraz p52Shc [1]. Trzecia izoforma She (biatko p66Shc) zostata zidentyfikowana nieco
pézniej, bo dopiero w 1997 roku. Jak sie wtedy okazato, chociaz sekwencja kodu-
jaca to biatko zajmuje ten sam locus co sekwencja kodujaca biatka p42/p52 She, to
znajduje sie ona pod kontrolg alternatywnego promotora transkrypcji [2]. Pomimo,
ze regulacja syntezy biatek She byta jeszcze wtedy niejasna, wnioskowano, ze regu-
lacja promotora wasciwego dla sekwencji kodujacej dang izoforme umozliwia ich
tkankowo-specyficzng synteze [1,2]. Z doniesien grupy Pelliciego wynikato, ze eks-
presja genu kodujacego biatko p66Shc jest regulowana na drodze modyfikacji epi-
genetycznych, gtéwnie przez deacetylacje histondéw i metylacje sekwencji CpG [3,4].

Interesujagce wydaje sie, ze wspolny motyw, charakterystyczny dla wszystkich
biatek She jest obecny nawet u bezkregowcéw, co moze wskazywac¢ na wspdline-
go przodka genu kodujgcego biatka z rodziny She. Mimo to biatka ré6znych orga-
nizmoéw zostaly zaklasyfikowane do odmiennych grup. Witasciwg grupe tworzg
biatka She cztowieka oraz myszy, homologiczne do nich sg: biatka Rai (cztowieka
oraz myszy) oraz hiatka Sli (cztowieka, myszy iszczura). W innej grupie znalazty
sie homologi odnajdywane u Drosophila (dShc), a takze biatka homologiczne do
She u ryby Fugu rubripes [5].

Tkankowo-specyficzna synteza biatek She stata sie podstawg ich podziatu na
trzy podrodziny A, Bi C. Aby uporzadkowac systematyke biatek She przyjeto, ze
grupa ShcA to witasciwe biatka She, natomiast ShcB to biatka Sli, a ShcC to biat-
ka Rai [5]. Biatka ShcA odnajdujemy w komérkach prawie wszystkich typéw, jed-
nakze w komérkach hemopoetycznych, limfocytach krwi obwodowej, neuronach
moézgu oraz niektérych komérkach nowotworowych ich poziom jest stosunkowo
niski [6]. Powyzsze dane sa nieco nieprecyzyjne, jako ze zostaly oparte wylgcznie
na badaniach poziomu mRNA, co nie zawsze koreluje z poziomem tych biatek w
komadrkach poszczeg6lnych typow. Nasze ostatnie badania [7] wskazuja, ze biatko
po6Shc wystepuje w wiekszosci narzagdow i tkanek oprocz osrodkowego uktadu
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nerwowego. Potwierdzito to tym samym doniesienia wioskich
naukowcéw mdwigce o tym, ze w trakcie rozwoju komorek
nerwowych, pod wptywem odpowiednich sygnatéw nastepu-
je zmiana profilu ekspresji genéw, co prowadzi do wyciszenia
genow kodujacych biatka ShcA, w tym p66Shc. Zjawisku temu
towarzyszy natomiast aktywacja genow kodujacych biatka z
podrodzin ShcB i ShcC [8,9], ktore sg charakterystyczne dla
komorek nerwowych [10].

BUDOWA BIALEK Z PODRODZINY ShcA

Wszystkie biatka ShcA tgczy wspdélny schemat budowy
(Ryc. 1). Zbudowane sg one z trzech funkcjonalnie identycz-
nych domen: domeny SH2 (ang. Src homology domain 2) na
C-koncu, centralnie potozonej domeny CHI (ang. Collagen Ho-
mology domain 1) i domeny PTB (ang. Phosphotyrosine binding
domain) potozonej w przypadku p46Shc i p52Shc na N-koricu
[5], Domeny PTB oraz SH2 maja zdolno$¢ wigzania fosfotyro-
zyny, lecz réznig sie od siebie sekwencjg aminokwasowg oraz
strukturg przestrzenng [2]. To, co odroznia biatko p66Shc od
pozostatych dwoch izoform (p46Shc, p52Shc), to obecnos$¢ na
N-kohcu dodatkowej, bogatej w reszty glicyny i proliny, do-
meny CH2 (ang. Collagen Homology domain). Zawiera ona w
pozycji 36 reszte seryny, ktorej fosforylacja ma istotne znacze-
nie dla proapoptotycznych wiasciwosci tego biatka i odgrywa
znaczacg role w odpowiedzi komdrki na stres oksydacyjny
wywotywany réznymi czynnikami np. reperfuzjg nastepujaca
po okresie niedotlenienia lub dziataniem promieniowania UV
[11,12], Dodatkowo pomiedzy domenami CH2 i PTB biatka
p66Shc znajduje sie region CB (ang. Cytochrome ¢ Binding doma-
in) odpowiedzialny za wigzanie cytochromu c [13].

ROLA BIALKA p66Shc W WARUNKACH
FIZJOLOGICZNYCH

W warunkach fizjologicznych biatka z rodziny Shc sg sub-
stratami dla biatkowych kinaz tyrozynowych zwigzanych

-

ERK,

—_—

Ser 36 Tyr 317
cB

|1zoformy ShcA :

Cc’ pb66

Tyr 239 " Tyr 240

cB

Rycina 1. Schemat budowy biatek z podrodziny ShcA. UV — promieniowanie
ultrafioletowe, PKCB — kinaza biatkowa C B, EGF - nabtonkowy czynnik wzro-
stu, PDGF — ptytkowy czynnik wzrostu, NGF — nerwowy czynnik wzrostu,
Ins — Insulina, Ang Il —angiotensyna Il, TRK —receptory o aktywnosci kinaz
tyrozynowych, CB —region wiagzacy cytochrom c (ang. Cytochrome ¢ Binding do-
main), CH —domena CH (ang. Collagen Homology domain), PTB —domena wiazg-
ca fosfotyrozyne (ang. Phosphotyrosine binding domain), SH2 —domena SH2 (ang.
Src homology domain 2).
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z receptorami btonowymi, takimi jak EGFR, PDGFR, erbB-
2R, InsR, FGFR, NGFR, a takze wielu innych, co $wiadczy o
uniwersalnos$ci szlaku przekazywania sygnatéw z udziatem
tych biatek. Biatka Shc sg przekaznikami sygnatu od tychze
receptorow do biatka Ras, ktére zwigzane jest ze $ciezka sy-
gnatowg odpowiedzialng miedzy innymi za regulacje prolife-
racji komorki [2], W niektorych przypadkach biatka Shc moga
by¢ zaangazowane w przekazywanie sygnatu od receptoréw
cytoplazmatycznych posiadajacych aktywno$¢ kinaz tyrozy-
nowych [14,15]. Fosforylacja tyrozyn w domenie CHI biatka
p66Shc zachodzi réwniez w przypadku przekazywania sy-
gnatu do receptoréow cytokin i hormondéw, a takze tych zwig-
zanych z biatkiem G.

Domena SH2 petni kluczowg role w oddziatywaniu bia-
tek z rodziny ShcA z receptorami btonowymi o aktywnosci
kinaz tyrozynowych (TRK), np. receptorem nabtonkowego
czynnika wzrostu (EGF). Podczas aktywacji receptora EGF,
biatko p66Shc podobnie jak p46Shc i p52Shc ulega fosforylacji
w resztach tyrozynowych obecnych w domenie CHI [1], Ufos-
forylowane biatka p46Shc i p52Shc (przede wszystkim reszty
Tyr317) majg zdolno$¢ wigzania sie z cytosolowym biatkiem
adapterowym Grb2, ktére wystepuje w kompleksie z biatkiem
Sos (ang. Son of sevenless exchange protein). Ich oddziatywanie
z kompleksem Grb2-Sos przez przytgczenie czasteczki GTP
aktywuje biatko Ras [2,16]. Z aktywacja Sciezki Ras w komar-
ce wigze sie szereg réznych proceséw poczawszy od indukcji
proliferacji, przez adaptacyjne zmiany ekspresji genéw, az do
stanow patologicznych zwiagzanych z rozwojem nowotworow
[17]. Dostepne w literaturze dane wskazuja, ze do aktywacji
biatka Ras wcale nie musi by¢ konieczne oddziatywanie biat-
ka Grb2 z p46shc lub p52Shc. Sugeruje sie tym samym, ze od-
dziatlywanie tych biatek z Grb2 ma za zadanie wzmacnianie
sygnatu pochodzacego od receptora. Ufosforylowane w do-
menie CHI biatko p66Shc takze moze wigzac sie z biatkiem
Grb2, jednakze w tym przypadku nie dochodzi do aktywacji
biatka Ras. Uwaza sie, ze biatko p66Shc konkurujac z p46Shc
i p52Shc o wigzanie sie z Grb2, zmniejsza aktywnos$¢ Sciezki
przekazywania sygnatu, co z kolei przektada sie na zahamo-
wanie proliferacji [2,18], O tym, jak istotne biatka Shc sg dla
funkcjonowania komorki moze $wiadczy¢ fakt, iz usuniecie
kodujacego je genu skutkuje Smiercig organizmu w okresie
embrionalnym [19]. Natomiast zwiekszenie poziomu biatek
Shc skutkuje przyspieszeniem proliferacji po stymulacji komo-
rek EGF, GM-CSF lub trombina [1],

ODPOWIEDZ KOMORKI NA STRES
OKSYDACYJNY - ROLA BIALKA p66Shc

Od 1999 roku badania nad biatkiem p66Shc uzyskaty zupet-
nie nowy wymiar poznawczy. Ukazanie sie przetomowej pra-
cy grupy prof. Pelliciego z Mediolanu doprowadzito do wzro-
stu zainteresowania wérdd badaczy proapoptotycznymi wia-
$ciwosciami tego biatka [20]. Jako model w swoich badaniach
grupa wioska wykorzystata myszy pozbawione genu koduja-
cego biatko p66Shc (p6dShc7). Ich badania pokazaty, ze brak
biatka p66Shc moze znaczaco wydtuzaé zycie myszy. Zyja one
az 30-40% dtuzej niz myszy o dzikim fenotypie. Interesujacy
jest takze fakt, iz takie myszy rozmnazajg sie i rozwijajg nor-
malnie. Nie obserwuje sie u nich zwiekszonej tendencji do po-
wstawania nowotwordéw czy zaburzen hormonalnych. Dodat-
kowo, myszy p66Shcv' majg zwiekszong odporno$¢ na stres

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

oksydacyjny wywotany podaniem parakwatu oraz sg bardziej
oporne na uszkodzenia bedace skutkiem ischemii i hypercho-
lesterolemii [20,21], Komorki pozbawione biatka p66Shc trud-
niej ulegajg apoptozie wywotywanej przez nadtlenek wodoru,
UV, staurosporyne, jonofory wapniowe oraz brak czynnikow
wzrostu [20,22,23], Zjawisko zwiekszonej oporno$ci na stres
oksydacyjny komérek i zwierzat pozbawionych biatka p66Shc
byto takze przedmiotem badan Nemoto i Finkel [12], Wykazali
oni, ze podczas stresu oksydacyjnego w fibroblastach pozba-
wionych biatka p66Shc wzrasta poziom katalazy i dysmutazy
ponadtlenkowej 2 (SOD2). Wedtug badaczy, to wtasnie wyz-
szy poziom enzymoOw antyoksydacyjnych moze nadawaé ko-
maérkom p66Shc_/'wysoka oporno$é na stres oksydacyjny.

Odpowiedz komadrki na stres oksydacyjny jest procesem zto-
zonym i wieloetapowym. Jak juz wczesniej wspomniano, pod-
czas stresu oksydacyjnego dochodzi do ufosforylowania reszty
serynowej w pozycji 36 biatka p66Shc przez jedng z kinaz sery-
nowo-treoninowych. Le i wsp. wykazali, ze w przypadku pro-
mieniowania UV moze to by¢ kinaza INK [24], Co ciekawe, nie
zaobserwowano fosforylacji reszty serynowej biatka p66Shc po
dziataniu na komorki promieniowaniem y. Dotychczas udato sie
wykazaé, ze reszta Ser36 biatka p66Shc moze by¢ fosforylowana
takze przez kinaze biatkowa C(3 (PKCP) [25] oraz kinaze ERK
[26]. Badania embrionalnych fibroblastow myszy bez p66Shc,
(MEF p66Shc/), do ktérych wprowadzono plazmid kodujacy
p66Shc, niezawierajacy reszty serynowej w pozycji 36 pokazaty,
ze komorki takie sg odporne na stres oksydacyjny podobnie jak
fibroblasty w ktdrych brak jest syntezy biatka p66Shc [20], Ob-
serwacje te potwierdzity, ze fosforylacja reszty Ser 36 w biatku
p66Shc jest kluczowg modyfikacja, ktéra moze decydowac o zy-
ciu lub $mierci komorki.

W fosforylacje p66Shc zaangazowane mogg by¢ takze
szlaki zwigzane z kinazg ASK1 [27] oraz p38 MAPK [28],
ktora jest wrazliwa na szereg czynnikéw zwiekszajgcych
poziom produkcji RFT w komdrce takich jak: szok osmo-
tyczny i termiczny, anizomycyna, HODv UV, cytokiny pro-
zapalne, interleukina 1 oraz LPS [28]. Aktywowany recep-
tor TGF-(3 typu | takze jest zdolny do fosforylacji zaréwno
reszt tyrozynowych jak i serynowych w biatkach ShcA,
przy czym przewazajaca fosforylacja reszt seryny zmniej-
sza udziat Sciezki zwigzanej z kinazami ERK i MAPK [29],
Ciekawostkag jest, ze zalezna od Racl fosforylacja reszt ami-
nokwasowych p66Shc, Ser54 i Thr386 prowadzi do zwigk-
szenia stabilnosci biatka p66Shc (poprzez obnizenie mozli-
wosci jego ubikwitynylacji) [30].

Konsekwencjg fosforylacji jest izomeryzacja biatka p66Shc
katalizowana przez izomeraze prolylowg 1 (Pini). Jest to
izomeraza peptydylo-prolylowa katalizujgca izomeryzacje
wigzan cis-trans reszt Ser/Thr-Pro ufosforylowanych bia-
tek. Zmiana konformacji ufosforylowanego p66Shc umozli-
wia jego defosforylacje przeprowadzang przez fosfataze 2A
(PP2A) i przemieszczenie sie biatka p66Shc do mitochon-
dridw [25]. Zwigzane z mitochondriami biatko p66Shc zabu-
rza ich strukture, homeostaze wapniowg, a takze moze wpty-
wac na ich metabolizm [31,32]. Kluczowg rolg p66Shc w tym
procesie jest to, ze przyczynia sie ono do zwiekszenia pro-
dukcji reaktywnych form tlenu [25], Biatko p66Shc ma zdol-
nos$¢ utleniania cytochromu ¢ zaréwno in vitro jak i in vivo,
czemu towarzyszy powstawanie nadtlenku wodoru [13].

Postepy Biochemii 56 (2) 2010

WEWNATRZKOMORKOWA
LOKALIZACJA BIALKA p66Shc

Jeszcze w 2004 roku postulowano, ze biatko p66Shc (poza
cytosolem) obecne jest takze w macierzy mitochondrialnej,
gdzie oddziatuje z mitochondrialnym biatkiem szoku ciepl-
nego mtHSP70 [22,33], Jednakze rok pdzniej, ta sama grupa
opublikowata kolejng przetomowsq prace dotyczacg biatka
p66Shc [13]. Autorzy nadal wskazywali na istotny zwigzek
tego biatka z mitochondriami, jednakze nie podtrzymywali
wczesniejszych stwierdzen i przekonywali, ze mitochondrial-
ne p66Shc obecne jest gtéwnie w mitochondrialnej przestrzeni
miedzybtonowej, lub tez moze byé zwigzane z zewnetrzng
btona mitochondrialng. Niestety, sytuacja stata sie bardziej
skomplikowana, gdy badania przeprowadzone na izolo-
wanych mitochondriach pokazaty, ze biatko p66Shc nie ma
mozliwos$ci przedostawania sie do mitochondriéw poprzez
zewnetrzng btone mitochondrialng [34]. Dowodem na to mo-
gtyby by¢ doswiadczenia pokazujace, ze rekombinowane hiat-
ko p66Shc wywotuje pecznienie tylko mitochondridw, ktérych
zewnetrzna btona mitochondrialng jest uprzepuszczalniona.
W tym kontekscie, interesujagce wydajga sie takze wyniki badan
pokazujace, ze biatka She moga by¢ zwigzane z siateczka $rdd-
plazmatyczng, a aktywacja specyficznego receptora (m.in. dla
nabtonkowego czynnika wzrostu, EGF) powoduje ich prze-
mieszczenie na peryferie komorki [16].

Na podstawie powyzszych badan przyjeto, ze w komdrce
obecne sg dwie pule biatka p66Shc, cytosolowa i mitochon-
drialna. Mimo wielu kontrowersji mitochondrialng lokalizacja
biatka p66Shc moze mie¢ logiczne uzasadnienie, jezeli przyjac
prawdziwos$¢ tezy przedstawionej przez grupe prof. Pellicie-
go, ze zardwno in vitro jak i in vivo biatko p66Shc ma zdolnos$¢
utleniania cytochromu c oraz, ze temu procesowi towarzyszy
powstawanie nadtlenku wodoru [13]. Jak juz wczes$niej wspo-
mniano, za wigzanie cytochromu codpowiada region CB, obej-
mujacy 52 reszty aminokwasowe pomiedzy domenami CH2 i
PTB. Szczegdlnie istotne dla wtasciwosci oksydoredukcyjnych
p66Shc w tym fragmencie sa: kwas glutaminowy (E125, E132,
E133) oraz tryptofan (W134, W148). Mutacje zmieniajace reszty
aminokwasowe w tych pozycjach powodujg utrate zdolnosci
utleniania cytochromu c przez biatko p66Shc, co jednakze nie
wigze sie ze zmiang pozostatych funkcji i wtasciwos$ci p66Shc
[13]. Dodatkowo, za mitochondrialng lokalizacjg biatka p66Shc
moze przemawia¢ odkrycie zlokalizowanej wewnetrznie se-
kwencji kierujacej to biatko do mitochondriéw [34],

Takze ostatnie badania wykonane przez nasz zespot przy-
czynity sie do zweryfikowania dotychczasowych pogladdw
dotyczacych wewnatrzkomoérkowej lokalizacji p66Shc. Za-
stosowanie metody izolacji frakcji komdrkowych o wysokiej
czystosci pokazato, ze biatko p66Shc zwigzane jest z takimi
frakcjami bton komdérkowych, ktore stanowig miejsca oddzia-
tywania mitochondriéw odpowiednio z btong plazmatyczng
— frakcja bton PAM (ang. plasma membrane-asociated membra-
nes) i siateczka $rédplazmatyczng — frakcja bton MAM (ang.
mitochondna-associated membranes) [33,35].

Wszystkie modele opisujace wptyw p66Shc na metabolizm
komérki oraz produkcje reaktywnych form tlenu zaktadajg
przemieszczenie tego biatka do mitochondriéw. Opisywana
mitochondrialng lokalizacja biatka p66Shc nadal wiec pozo-
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staje kwestig sporng. Jednakze w og6lnych rozwazaniach na
ten temat przyjmuje sie, ze po wspominanych powyzej mody-
fikacjach i zmianach konformacyjnych p66Shc przemieszcza
sie do frakcji bton zwigzanych z mitochondriami (np. frakcja
bton MAM) i oddziatuje z biatkami zewnetrznej btony mito-
chondrialnej [25,33,35]. W literaturze pojawiaty sie takze prace
pokazujace brak istotnej translokacji p66Shc z puli cytosolowej
do mitochondriow [22], a takze, ze biatko to moze wystepo-
waé w kompleksie z biatkami TIM-TOM odpowiedzialnymi
za import biatek do mitochondriow [36]. Dane dotyczace loka-
lizacji biatka p66Shc w mitochondrialnej przestrzeni miedzy-
btonowej ijego oddziatywanie z cyt ¢ [13] sa jednak sprzeczne
z wynikami badan przeprowadzonymi na izolowanych mito-
chondriach, ktére pokazaly, ze p66Shc nie przenika poprzez
zewnetrzng btone mitochondrialng, gdyz rekombinowane
biatko p66Shc wywotuje pecznienie wytgcznie mitochondriow
z uprzepuszczalniong btong zewnetrzng [34], Mimo tak wie-
lu kontrowersji badacze nie maja watpliwosci, ze fosforylacja
reszty Ser36 biatka p66Shc powigzana jest ze zwigkszonym
wewnatrzkomoérkowym poziomem RFT, ktdry moze prowa-
dzi¢ do zmian strukturalnych i bioenergetycznych mitochon-
driéw (nawet do otwarcia mitochondrialnego megakanatu)
[13]. Zwiekszony poziom wolnych rodnikdw, nawet jesli w
tym przypadku nie od razu wywota apoptoze (zalezng od
biatka p53) [37], to przyczynia sie do wtoérnych uszkodzen w
komérce, takich jak, peroksydacja lipidow, karbonylacja biatek
czy uszkodzenia DNA, co znajduje odzwierciedlenie w rozwi-
jajacych sie z czasem stanach patologicznych.

WPLYW p66Shc NA POZIOM ENZYMOW
ANTYOKSYDACYJINYCH

W $wietle ostatnich badan, wyniki Nemoto i Finkel [12]. wy-
dajg sie potwierdzaé, ze wysoki poziom biatka p66Shc z ufos-
forylowang resztg Ser36 przyczynia sie do inaktywacji czyn-
nikéw transkrypcyjnych FKHRL (ang. forkhead transcrption
factors), a w szczeg6lnosci FKHRL 1 (F0X03a), regulujacego
ekspresje genéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne takie
jak: katalaza [38] i SOD2, ktéra odpowiada za ochrone przed
anionorodnikiem ponadtlenkowym powstajagcym w macierzy
mitochondrialnej. Komérki pozbawione biatka p66Shc charak-
teryzuja sie zwiekszong aktywnoscig czynnika transkrypcyj-
nego FKHRL1, a tym samym wyzszym poziomem enzymow
antyoksydacyjnych [12], co czyni je bardziej opornymi na stres
oksydacyjny [25],

Niezwykle interesujgca wydaje sie sie¢ zaleznosci pomie-
dzy fosforylacjg reszty serynowej w pozycji 36 biatka p66Shc,
indukowang przez RFT $ciezkg apoptozy oraz aktywacja biat-
ka p53. Nie w kazdych jednak warunkach taka zalezno$¢ wy-
stepuje, bowiem w komorkach nie posiadajgcych p53 réwniez
obserwuje sie apoptoze zwigzang ze szlakiem p66Shc [39],
Niezalezno$¢ szlakow inigacji apoptozy zaleznej od p66Shc
i p53 moze ttumaczyé obserwowany przez grupe Pelliciego
brak wiekszej czesto$ci w pojawianiu sie standw nowotworo-
wych u myszy bez biatka p66Shc [37], Sie¢ zaleznosci wyste-
pujaca pomiedzy p53 i p66Shc wydaje sie wiec zawiadywac
ochrong antyoksydacyjng, a takze stanem redoks komorki
[37], Mozemy zatem przypuszczaé, ze podczas stresu oksy-
dacyjnego rola biatka p66Shc polega nie tylko na zwiekszaniu
produkgqi reaktywnych form tlenu i inicjowaniu zaleznego od
mitochondriéw szlaku apoptozy, ale takze na obnizaniu zdol-
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nosci usuwania RFT przez systemy antyoksydacyjne komaorki
[7], Mechanizm ten moze mie¢ za zadanie bezwzgledng elimi-
nacje komdrek zmienionych na skutek szkodliwego dziatania
stresu oksydacyjnego (promieniowania UV lub RFT), aby nie
dopusci¢ np. do ewentualnego procesu nowotworzenia [40].

BIALKO p66Shc A STARZENIE SIE ORGANIZMU

Starzenie komarki i organizmu to procesy Scisle powiazane
z powstawaniem i dziataniem RFT na komdrki. Uszkodzenia
przez nie wywotywane takie jak: peroksydacja lipidow, karbo-
nylacja biatek, mutacje w DNA, kumulujg sie z wiekiem pro-
wadzac do uszkodzenia komdrek, uposledzenia funkcjonowa-
nia tkanek i narzadéw, a w koncu do zaburzenia homeostazy
oraz wzrostu prawdopodobieAstwa $mierci organizmu. O
takiej zaleznoSci mdéwi powszechnie akceptowana po dzien
dzisiejszy, a zaproponowana w 1956 przez Harmana, wolno-
rodnikowa teoria starzenia sie organizmu [41-43]. W S$wietle
tej teorii sytuaga przeciwna, a zatem obnizenie produkcji re-
aktywnych form tlenu iwzmocnienie ochrony antyoksydacyj-
nej powinno mie¢ pozytywny wptyw na kondycje organizmu
i przetozy¢ sie na wydtuzenie jego zycia. Dowody potwier-
dzajgce takie zatozenie odnalez¢ mozna w badaniach na bez-
kregowcach. Stwierdzono, ze podniesienie w ich komorkach
poziomu enzymodw antyoksydacyjnych skutkuje wydtuze-
niem zycia, np. u D. melanogaster [44,45], W przypadku ludzi
efektdw wydtuzajgcych okres miodosSci upatruje sie w stoso-
waniu diety bogatej w antyoksydanty (np. witamine C i E)
oraz zwigzki pochodzenia roslinnego, np. resweratrol [46,47].
Skutecznym sposobem moze by¢ takze restrykcja kaloryczna,
zastosowanie ktorej przedtuza zycie zwierzat laboratoryjnych
nawet o ok. 30% (podobnie jak w przypadku braku p66Shc).
Jednak podobna dieta u cztowieka wigzataby sie z ogromnymi
trudnosciami w utrzymaniu prawidtowego poziomu sktadni-
kéw odzywczych, witamin i mikroelementéw [48]. Wszystkie
stosowane dotychczas strategie majace na celu przedtuzenie
zycia majg za zadanie modyfikacje metabolizmu w kierunku
obnizenia produkcji reaktywnych form tlenu. Podobnie jest
u myszy bez biatka p66Shc, gdzie obserwuje sie zmniejszony
metabolizm tlenowy, przy jednoczesnym zwiekszeniu udzia-
tu glikolizy w produkcji ATP [31].

Najnowsze badania prowadzone w naszej pracowni wska-
zuja na istotne zmiany w poziomie biatka p66Shc w narzgdach
i tkankach starzejgcych sie myszy. Wraz z wiekiem osobni-
czym badanych myszy obserwowalismy wyzszg produkcje
RFT iobnizenie poziomu p66Shc, ktéremu towarzyszyt wzrost
zawartos$ci ufosforylowanej formy biatka (w Ser36). Jezeli wie-
rzyé, ze przyczyna starzenia sg reaktywne formy tlenu wywo-
tujace uszkodzenia kumulujgce sie z wiekiem, to obnizenie
zdolnosci antyoksydacyjnej w komoérkach bedzie przyspiesza-
to ten nieuchronny proces. W jednej z naszych ostatnich prac
pokazaliSmy, ze w wybranych narzadach i tkankach myszy
poziom enzymow antyoksydacyjnych obniza sie z wiekiem,
pogtebiajac tym samym, obserwowany u starych zwierzat,
zwiekszony stres oksydacyjny [7]. Interesujacy wydaje sie fakt,
ze wraz z wiekiem zmienia sie takze wewnatrzkomorkowa
lokalizacja biatka p66Shc. U zwierzat mtodych wiecej p66Shc
znajduje sie we frakcji bton PAM, gdzie bierze ono udziat w
regulacji szlaku przekazywania sygnatu od receptora wzrostu
do biatka Ras, a mniej we frakcji btonowej MAM. U zwierzat
starych obserwowana jest tendencja odwrotna. W tym przy-
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Tabela 1. Biatko p66Shc w patologii i starzeniu.
Patofizjologia

rak piersi

rak prostaty

cukrzyca (model mysi)

cukrzyca (pacjenci)
wymuszone stresem oksydacyjnym
starzenie bydlecych fibroblastow

choroby tarczycy:

gruczolak tarczycy z komérek Hiirthlego
choroba Gravesa-Basedowa

rak pecherzvkowaty

rak brodawkowy

fibroblasty oséb dtugo zyjacych
wysoki poziom cholesterolu

stres oksydacyjny wywotany etanolem
ischemia/ reperfuzja

podwyzszony poziom utlenionych kwaséw
thuszczowych w przewodzie pokarmowym

proapoptotyczna stymulacja limfocytow T
choroba Alzheimera

przewlekta biataczka limfatyczna

choroby mitochondrialne (dysfunkcje
fosforylacji oksydacyjnej)

nadcisnienie tetnicze (szczury)

p66Shc/Ser36-P-p66Shc
wzrost zawartosci biatka p66Shc

wzrost zawartosci biatka p66Shc
wzrost zawarto$ci biatka p66Shc

wzrost zawarto$ci biatka p66Shc

wzrost zawarto$ci biatka p66Shc

wzrost zawarto$ci biatka p66Shc

wzrost zawartosci mMRNA p66Shc

wzrost zawarto$ci biatka p66Shc

wzrost zawartosci biatka p66Shc

wzrost zawartosci ufosforylowanego p66Shc

wzrost zawartosci biatka p66Shc

wzrost zawarto$ci biatka p66Shc
wzrost poziomu biatka p66Shc
spadek poziomu biatka

p66Shc w limfocytach B

wzrost poziomu biatka p66Shc
zwiekszenie fosforylacji Ser36 p66Shc
znaczny wzrost poziomu
ufosforylowanego p66Shc

CHOROBY
MITOCHONDRIALNE

PiSmien-
nictwo Choroby mitochondrialne
[72] pojawiajg sie na skutek mu-
[77.78] taCjI, W_ genomle_ Jqdrowym
badz mitochondrialnym, kto-
[79] rych efektem jest zaburzenie
metabolizmu mitochondriow.
[60] Najczesciej dotyczy to biatek
81] wchodzacych w skiad tancu-
cha oddechowego. Dysfunkcje
tancucha oddechowego skut-
82l kujg zaburzeniem potencjatu
na wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej, zmniejszeniem
[50] 9 1 wydajnoéci  syntezy  ATP,
[83] przez co w komorce brakuje
[57] energii potrzebnej do prawi-
[84] dtowego funkcjonowania. W
[25] niektérych przypadkach to-
warzyszy temu zwiekszona
[65] produkcja RFT przez mito-
[86t 1 chondria [59]. WSszystkie te
[87] nieprawidtowosci powodujg
dalsze uszkodzenia komadrek
[56] i tkanek, ktére na poziomie
organizmu moga objawiac sie
[88] miopatig, neuropatia, encefa-

padku wiecej biatka p66Shc jest we frakcji bton MAM, gdzie
z kolei biatko p66Shc moze byé zaangazowane w produkcje
RFT i przyczyniaé sie do pogtebiania stresu oksydacyjnego [7].
Wskazuje to na jakze odmienng role jaka moze petnic¢ to biatko
w zaleznos$ci od wieku zwierzecia.

Biorgc pod uwage wyniki otrzymane w badaniach z wy-
korzystaniem myszy pozbawionych biatka p66Shc wydawa-
toby sie, ze dtugowieczno$¢ moze by¢ zwigzana z obnizong
syntezg biatka p66Shc [20,49]. Jednakze tak jak i w przypad-
ku wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatka p66Shc, takze i ta
kwestia wzbudza kontrowersje. Ot6z, w fibroblastach stulat-
kéw stwierdzono podwyzszony poziom mRNA dla biatka
p66Shc [50],

ROLA p66Shc W ROZWOJU STANOW
PATOLOGICZNYCH

Jak juz wspomniano, stres oksydacyjny nieodfgcznie towa-
rzyszy wielu stanom patologicznym. W literaturze dostepne
sg liczne, dobrze udokumentowane dane, ze biatko p66Shc
moze odgrywac istotng role w takich chorobach jak cukrzyca
[51] oraz choroba Alzheimera [52], a takze moze by¢ zaangazo-
wane w powstawanie otytosci [53], uszkodzenia nerek iwatro-
by wywotane epizodami ischemii i reperfuzji [54,55], choroby
mitochondrialne [56] oraz uszkodzenia watroby wywotane
etanolem [57] (Tabela 1). Badania biatek Shc (p46Shc, p52Shc
oraz p66Shc) dowiodty rowniez, ze biatka te moga by¢ wyko-
rzystywane jako markery w diagnostyce nowotworow piersi
[58]. Ponizej przedstawiono wybrane stany patologiczne, w
ktérych przebiegu biatko p66Shc odgrywa istotng role.
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lopatig, retinopatia, czyli scho-

rzeniami uniemozliwiajgcymi

zycie bez wspomagania przez
srodki farmakologiczne. Leczenie w takich przypadkach ogra-
nicza sie wytgcznie do tagodzenia skutkéw zaburzen poprzez
podawanie antyoksydantdw i suplementow diety [60], Bada-
nia przeprowadzone na hodowlach fibroblastéw pobranych
od pacjentéw z chorobami mitochondrialnymi wskazujg na
istotny udziat Sciezki zwigzanej z fosforylacjg biatka p66Shc
w patologii tych chorob. W takich fibroblastach, poziom ufos-
forylowanego w Ser36 p66Shc jest znacznie podniesiony w
stosunku do fibroblastow kontrolnych. Komérki pacjentow
charakteryzuja sie zwiekszong produkcjg RFT, podniesionym
poziomem uszkodzen oksydacyjnych biatek oraz znaczaco
nizszym poziomem SOD2 [56], Zastosowanie hispidyny, in-
hibitora PKC (3 obniza poziom ufosforylowanego w Ser36
p66Shc ipoprawia parametry bioenergetyczne mitochondriéw
oraz zmniejsza produkcje anionorodnika ponadtlenkowego w
mitochondriach [56],

CUKRZYCA

Reaktywne formy tlenu i zwigzany z nimi stres oksyda-
cyjny Scisle towarzyszg rozwojowi cukrzycy i wynikajgcym
z niej stanom patologicznym, takim jak nadcisnienie, uszko-
dzenie uktadu sercowo-naczyniowgo oraz retinopatia. Hi-
perglikemia powoduje powstanie wewngtrzkomorkowego
stresu oksydacyjnego [61] a tym samym zwieksza fosforylacje
biatka p66Shc w Ser36 i przemieszczanie sie p66Shc do mito-
chondriow. Natomiast przywrdcenie prawidtowego poziomu
glukozy prowadzi do zmniejszenia zawartosci ufosforylowa-
nego p66Shc w komérkach. Takze obnizenie poziomu p66Shc
w komorkach mezangialnych zapobiega glikooksydacyjnej

169



regulacji czynnika transkrypcyjnego FOX03a promujac w ten
sposob szlaki sygnalizacyjne sprzyjajace przezyciu komoérek
[62]. Dzigki temu, biatko p66Shc moze by¢ uwazane za rodzaj
molekularnego przetacznika, wrazliwego na poziom glukozy
[63] stanowigc tym samym potengalny cel dla lekow w terapii
przeciwcukrzycowej. Interesujgca w tym kontekscie jest rola
biatka p66Shc w komorkach tkanki ttuszczowej [53]. Dowie-
dziono takze, ze brak biatka p66Shc u myszy utrzymywanych
na diecie wysokottuszczowej, chroni komoérki naczyn krwio-
nosnych przed uszkodzeniami wywotywanymi przez podnie-
siony poziom RFT [64]. Powyzsze wyniki moga wskazywac,
ze reaktywne formy tlenu generowane przez biatko p66Shc
regulujg wptyw insuliny na metabolizm energetyczny myszy
i sugeruja, ze wewnatrzkomaérkowy stres oksydacyjny moze
przyspieszy¢ starzenie, faworyzujac odktadanie sie ttuszczu,
ktére moze prowadzié¢ do powstawania kolejnych zaburzen.

CHOROBY AUTOIMMUNOLOGICZNE

Ostatnie dane literaturowe donoszg o istotnym udziale biat-
ka p66Shc w utrzymaniu homeostazy uktadu odpornoscio-
wego. Limfocyty o fenotypie p66Shc/_wykazujg zwiekszong
proliferacje w odpowiedzi na zaangazowanie receptora dla
antygenu in vitro i bardziej zdecydowang odpowiedz immu-
nologiczng zar6wno w przypadku szczepien, jak i uczulen in
vivo. U organizméw pozbawionych biatka p66Shc moze zatem
nastepowacé rozwoéj chorob autoimmunologicznych, gdyz brak
p66Shc, petnigcego role negatywnego regulatora aktywacji
limfocytow, prowadzi do zatamania tolerancji immunologicz-
nej [65]. Z drugiej strony Tomilov i wsp. pokazali, ze obnizo-
na produkcja anionorodnika ponadtlenkowego w fagocytach
myszy pozbawionych p66Shc wptywa na zmniejszenie liczby
epizodéw powstawania stanéw zapalnych, co wedtug nich
moze thumaczy¢ dtugowiecznos$¢ tych myszy [66],

USZKODZENIA WATROBY WYWOLANE ETANOLEM

Biatko p66Shc moze mieé réwniez zwigzek z uszkodzenia-
mi watroby wywotywanymi przez alkohol. U myszy o feno-
type p66Shc++ ktérym podawano etanol, zaobserwowano
obecnos¢ zmian morfologicznych, podniesienie poziomu en-
zymow wskaznikowych uszkodzenia watroby w osoczu krwi,
np. takich jak aminotransferaza alaninowa (ALT) oraz wzrost
poziomu sttuszczenia watroby. Powyzsze zmiany nie wyste-
powaly u zwierzat bez biatka p66Shc, u ktérych zaobserwowa-
no jednocze$nie zwiekszong ochrone antyoksydacyjng przeja-
wiajgca sie podwyzszonym poziomem SOD2 [57],

CHOROBY NOWOTWOROWE

p66Shc jest biatkiem, ktére poprzez wptyw na produkq'e
RFT moze posredniczy¢ w przekazywaniu sygnatéw wzro-
stowych we wrazliwych na androgeny komdrkach raka pro-
staty cztowieka. W badaniach przeprowadzonych przez Ve-
eramani i wsp., stymulacji wzrostu komaérek rakowych przez
5a-dihydrotestosteron (DHT) towarzyszyt wzrost poziomu
biatka p66Shc oraz zwiekszona produkcja RFT. O tyle, o ile
wzrost produkcji RFT mdgt zosta¢ zniwelowany poprzez do-
danie antyoksydantdw, to transkrypcyjna aktywno$¢ recepto-
ra androgendw (AR) pozostawata zaburzona. W tych warun-
kach AR byt niezdolny do zablokowania indukowanej przez
DHT ekspresji specyficznego wzgledem prostaty antygenu, co
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prowadzito do zaleznej od AR progresji nowotworu. Ponad-
to, zwiekszona synteza biatka p66Shc prowadzi do wzrostu
tempa proliferacji komdérek nowotworowych. DHT zwiekszat
takze przemieszczanie sie p66Shc do mitochondriéw. Rzuca to
nowe $wiatto na produkcje RFT z udziatem biatka p66Shc w
procesie nowotworzenia [67] gdzie dodatkowo obserwuje sie
hiperfosforylacje biatek ShcA [68,69].

Biatko p66Shc odgrywa réwniez istotng role w procesach
angiogenezy i powstawaniu przerzutéw. Badania wykazaty,
ze zwigzany z integryng crvp3d szlak przekazywania sygna-
téw od czynnika wzrostu $réddbtonka naczyniowego (VGEF,
ang. Vascular Endothelial Growth Factor), prowadzi do indukcji
wzrostu zaré6wno nowotworow prostaty jak i piersi. Fosforyla-
cja p66Shc jest waznym krokiem w zaleznym od avp3 zwiek-
szeniu ekspresji genu VEGF, ktére prowadzi do unaczynienia
nowotworu [70]. Natomiast represja p66Shc in vivo prowadzi
do obnizenia aktywno$ci VEGF, a co za tym idzie do zahamo-
wania angiogenezy i wzrostu nowotworu [71]. Dowiedziono
rdwniez istotny udziat biatka p66Shc w rozprzestrzenianiu
sie nowotworéw, a w szczegolnosci jego role na wczesnych
etapach tego procesu zwigzanego z ruchliwoscig komdrek
nowotworowych. Zwiekszong produkcje biatka p66Shc zaob-
serwowano we wczesnych etapach powstawania przerzutow
zardwno w przypadku raka prostaty, jak i raka piersi [72].

CHOROBY NEURODEGENERACYJINE

Jak juz wspomniano na poczatku tego opracowania, po-
mimo danych literaturowych mowigcych, ze poziom biatka
p66Shc jest bardzo niski w centralnym uktadzie nerwowym,
istnieje szereg doniesien Swiadczacych o posrednim lub bezpo-
Srednim wptywie tego biatka na procesy zachodzace podczas
rozwoju moézgu [73], jego funkcjonowania, a takze neurode-
generacji. Jak wykazaty badania, podwyzszony poziom biat-
ka p66Shc w embrionalnych komérkach macierzystych (ES)
hamuje aktywacje kinazy GSK-3P i zwieksza stabilno$¢ oraz
aktywnos¢ transkrypcyjng (3-katechin i prowadzi do przyspie-
szonego roznicowania neurondw [74], Badania prowadzone
przez Berry i wsp. wykazaty, ze brak biatka p66Shc u myszy
poprawia wydajno$¢ w tescie na orientacje w przestrzeni (la-
birynt wodny Morrisa), zmniejsza poziom markeréw stresu
oksydacyjnego oraz podnosi poziom neurotroficznego czyn-
nika pochodzenia mdzgowego (BDNF) w hipokampie [75],
Autorzy wnioskujg, Ze istnieje powigzanie miedzy ekspresja
genu p66Shc, a okre$lonymi szlakami przekazywania sygna-
téw zwigzanych z behawioralng adaptacja do warunkéw
stresowych w procesie starzenia. Ta sama grupa naukowcow
zbadata takze aktywnos$¢ lokomotoryczng oraz nocycepcje u
myszy pozbawionych p66Shc. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze wrazliwo$é na bol u myszy dzikiego typu wzrasta wraz z
wiekiem, podczas gdy delecja genu p66Shc powodowata pod-
niesienie tego progu. Rdéznice miedzy mutantami, a myszami
o fenotypie dzikim stawaty sie bardziej wyraziste wraz z wie-
kiem zwierzecia [74],

Dodatkowo w literaturze dostepne sg doniesienia, ze bial-
ko p66Shc moze przyczyniac sie do potegowania toksyczno-
§ci (3-amyloidu podczas rozwoju choroby Alzheimera. Np.,
Smith i wsp. zaproponowali, ze w komorkach nerwiaka (SH-
SY5Y) oraz w komérkach linii PC12, (3-amyloid (AP) poprzez
produkcje RFT prowadzi do aktywacji kinazy JNK, co z kolei
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powoduje fosforylacje biatka p66Shc w Ser36. Ufosforylowane
poéShe, jak juz wczesniej wspominano, prowadzi do inakty-
wacji czynnika transkrypcyjnego FKHRL1, co skutkuje obni-
zeniem poziomu enzyméw antyoksydacyjnych (np. SOD2),
zwiekszajac tym samym stres oksydacyjny. Autorzy sugeru-
ja, ze szlaki, w ktorych uczestniczg INK, FKHRL1 oraz biatko
p66Shc moga by¢ potencjalnym celem dla lekoéw przeciwko
chorobie Alzheimera oraz w terapii innych zaburzen zwigza-
nych z wiekiem [76].

PODSUMOWANIE

Poznanie mechanizmu regulacji syntezy i funkcji biatka
p66Shc w fizjologii komaérki, tkanki i organizmu jest niezwy-
kle wazne w kontekscie ochrony przed destruktywnym dzia-
taniem reaktywnych form tlenu ijest w chwili obecnej jednym
z intensywniej badanych zagadnien biologii molekularnej.
Opisane powyzej wiasciwosci i funkcje biatka p66Shc czynig
je oraz Sciezke sygnatowg prowadzacg do jego fosforylacji
w Ser36, potencjalnym elementem docelowym dla réznych
zwigzkéw farmakologicznych stosowanych w celu obnize-
nia wewnatrzkomoérkowego stresu oksydacyjnego. Dalsze
badania tego zagadnienia mogg przyblizy¢ nas do lepszego
zrozumienia funkqgi mitochondriéw w fizjologii i patologii ko-
morki, a w szerszym wymiarze — takich proceséw jak stres
oksydacyjny towarzyszacy starzeniu sie organizmu oraz wielu
stanom patologicznym.
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Role of the p66Shc protein in physiological state and in pathologies
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ABSTRACT

The p66Shc adaptor protein has been in the spotlight of many research groups around the world for over a decade. Experiments conducted in recent
years unraveled its structure and enabled the recognition of basic cellular functions. Despite an undoubtedly tremendous progress in the character-
ization of p66Shc, mechanisms through which this protein potentially impacts the metabolism of mitochondria, and thus the cellular energetics are
still waiting to be elucidated. Particularly interesting and profoundly studied is the concept that p66Shc may be a key component of the cell response
to oxidative stress which may effectively contribute to the lifespan of the organism. p66Shc phosphorylation at serine 36 triggers a cascade of events
leading to an increase in reactive oxygen species (ROS) production. The widely accepted free radical theory of ageing, proposed by Harman in the
1950s, assumes that an uncontrolled increase of ROS may lead to oxidation of fundamental cellular components such as proteins and phospholipids
and cause DNA damage. Accumulation of such lesions in cells may unfavorably affect the functions of tissues and organs, leading to pathologies or
even sometimes premature death of the organism. Although well experimentally established, knowledge regarding the involvement of the p66Shc
protein in the production of ROS and its impact on the lifespan of organisms remains insufficient and requires a lot of additional research. Further
investigation will permit a better understanding of the mechanisms governing the processes of aging and the emergence of various pathologies
associated with oxidative stress. This work is an attempt to systematize the existing knowledge about the p66Shc protein structure and functions.
Another objective was to draw attention to the most interesting aspects and results of in vivo and in vitro studies in different models in the context
of oxidative stress-associated pathologies and in aging.
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neurotrophic factor) — neurotropowy czyn-
nik pochodzenia mézgowego; CREB (ang.
cAMP response element-binding) — biatko
wigzace sie z elementem odpowiedzi na
CAMP; CuZnSOD — zalezna od miedzi i
cynku dysmutaza ponadtlenkowa; GPX1
— peroksydaza glutationowa 1; Htt —
biatko huntingtyna; mHtt — zmutowana
wersja biatka huntingtyny; MMP (ang.
mitochondrial membrane permeabilization) —
permeabilizacja bton mitochondrialnych;
MnSOD — zalezna od manganu dysmuta-
za ponadtlenkowa; NMDA — N-metylo-
D-asparaginian; p53 (ang. tumor suppressor
p53); PGC-la (ang. peroxisome proliferator-
activated receptor [PPAR]-y coactivator la)
— koaktywator receptora PPAR-y; PI-3K
— kinaza-3 fosfatydyloinozytolu; PKB —
kinaza biatkowa B; RFT (ang. reactive oxy-
gen species) —reaktywne formy tlenu; UCP
— biatko rozprzegajace; VDAC — zalezny
od potencjatu kanat o selektywnosci anion-
owej; Aip —potencjat transbtonowy
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STRESZCZENIE

horoba Huntingtona to choroba neurodegeneracyjna, dziedziczona autosomalnie domi-
Cnujqco, ktérej objawy kliniczne nasilaja sie z czasem i obejmujg miedzy innymi de-
mencje, zaburzenia funkcji poznawczych i plagsawice. Przyczyna choroby jest mutacja genu
kodujgcego biatko huntingtyne (Htt), polegajaca na zwigkszeniu liczby kodonéw kodu-
jacych glutamine (powyzej 35) w obszarze konca aminowego (mHtt). Kliniczne objawy sa
wynikiem narastajgcej w czasie utraty neurondw, gtéwnie w obszarze prazkowia, ale takze
kory mézgowej. Obecnie wzrastajgca liczba danych doswiadczalnych wskazuje na kluczowg
role dysfunkcji mitochondriéw w patogenezie choroby Huntingtona, przy czym upos$ledze-
nie funkcji mitochondriéw poprzedza prawdopodobnie pojawienie sie¢ objawéw klinicz-
nych. W niniejszej pracy oméwiono proponowane mechanizmy udziatu mHtt w dysfunkcji
mitochondriéw, obejmujgce zmiany na poziomie regulacji transkrypcji genéw jadrowych
kodujacych biatka mitochondrialne badz bezposrednie oddziatywanie mHtt z biatkami
mitochondrialnymi. Jednocze$nie przedstawiono mozliwe strategie terapeutyczne choroby
Huntingtona, oparte na przeciwdziataniu dysfunkcji mitochondridw.

WPROWADZENIE

Choroba Huntingtona to choroba neurodegeneracyjna, dziedziczona autoso-
malnie dominujgco, o czesto$ci wystepowania 5-10 przypadkéw na 100 tysie-
cy. W przebiegu choroby Huntingtona dochodzi do narastajgcej w czasie utraty
neuronéw, gtdwnie w obszarze prazkowia i gtebszych warstw kory mézgowe;j.
Kliniczne objawy choroby Huntingtona obejmuja plasawice, utrate masy ciata,
demencje oraz zaburzenia psychiczne, takie jak depresja, stany lekowe i nadpo-
budliwos¢. Zaliczana jest ona do chordb ekspansji glutaminowych, poniewaz jej
przyczyna jest mutacja zachodzaca w rejonie kodujacym koniec aminowy biatka
zwanego huntingtyng (Htt), polegajaca na zwiekszeniu liczby kodonéw koduja-
cych glutamine (CAG) z 6-35 do ponad 35. Powstaje w ten sposéb zmutowana
wersja biatka (mHtt), z wydtuzonym ciggiem reszt glutaminy w obszarze konca
aminowego. Objawy kliniczne pojawiajg sie zwykle miedzy 30 i 40 rokiem zycia,
przy czym jesli liczba reszt glutaminy ulegnie zwiekszeniu do 60 i wiecej, obja-
wy te mogg pojawi¢ sie wczedniej. Istnieje zatem zwigzek miedzy liczbg reszt
glutaminy w rejonie konica aminowego mHtt a czasem wystgpienia i stopniem
nasilenia objawow, przy czym dostepne dane wskazujg na czas wystgpienia ob-
jawow od wczesnego dziecinstwa do 80 roku zycia. Do tej pory nie udato sie
opracowac strategii terapeutycznej, ktéra op6zniataby lub istotnie zwalniata po-
step choroby, a stosowane sposoby leczenia zmniejszajg jedynie intensywnos¢
objawow, przy czym réwnoczes$nie wywotujg powazne skutki uboczne [1-3].

Huntingtyna jest biatkiem charakterystycznym dla kregowcéw [4], zlokalizo-
wanym gtéwnie w cytoplazmie, wykazujacym aktywnos$¢ antyapoptotyczng i
zdolno$¢ oddziatywania z wieloma biatkami oraz uczestniczagcym w transporcie
pecherzykéw w obrebie komorki i czynnikdw transkrypcyjnych miedzy cyto-
plazma ijgdrem komdrkowym [5-7], W rozwoju choroby Huntingtona dochodzi
do ekspresji obu alleli, bez mutacji i z mutacja [7], Uwaza sie zatem, Ze przyczyng
pojawienia sie objawéw chorobowych moze byé zardwno pojawienie sie¢ nowej
funkcji mHtt, utrata funkcji przez mHtt, jak i utrata funkcji przez Htt w wyniku
oddziatywania z mHtt [1,2]. Toksyczne dziatanie mHtt wigze sie przede wszyst-
kim z funkcjonowaniem kaspaz i uwolnieniem fragmentu z kofica aminowego,
zawierajagcego wydtuzony cigg reszt glutaminy [1,8]. Dlatego w wielu badaniach
dotyczacych patogenezy choroby Huntingtona wykorzystuje sie fragment genu
kodujacego mHtt, obejmujacy tylko ekson 1 [9]. Uzyskane dotychczas dane
pozwalajg na wskazanie nastepujacych mechanizmow toksycznego dziatania
mHtt: modulacja transkrypcji, agregacja biatek, ekscytotoksycznos$é¢, stres oksy-
dacyjny, uposledzenie proteolizy i dziatania proteosomu, uruchomienie apopto-
zy lub autofagii i dysfunkcja mitochondriéw [1,2,10].
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DYSFUNKCJA MITOCHONDRIOW W
CHOROBIE HUNTINGTONA

Badania dotyczace roli dysfunkcji mitochondriow w pa-
togenezie choroby Huntingtona prowadzone sg od ponad
30 lat. Nie ulega watpliwosci, iz prawidtowe funkcjono-
wanie neuronéw wymaga przede wszystkim ogromnego
zasilania energetycznego, realizowanego przez mitochon-
dria. Co wiecej, mitochondria uczestniczg takze w regula-
cji stezenia jonow wapnia, ktére sg niezbedne dla regula-
cji procesu egzocytozy przekaznikéw nerwowych, jak i w
regulacji ekspresji genoéw. Z drugiej strony, mitochondria
sg zrodtem reaktywnych form tlenu oraz uczestniczg w
egzekucji apoptozy. Zatem, prawidtowo funkcjonujace mi-
tochondria sg gwarancjg ,zdrowia" neuronéw. O istotnej
roli mitochondriow w patogenezie choroby Huntingtona
Swiadczg miedzy innymi utrata masy ciata jak i zwieksze-
nie intensywnosci glikolizy w obszarach mézgu objetych
zmianami chorobowymi [2,10]. Istniejg takze doniesienia
wskazujace, iz uposledzenie funkcji mitochondriéow zapo-
czatkowuje zmiany prowadzgce do pojawienia sie objawow
chorobowych [10,11]. Badania wykorzystujace genetycznie
modyfikowane zwierzeta pozwolity zidentyfikowaé naste-
pujace zmiany w funkcjonowaniu mitochondriéw, ktére,
co istotne, poprzedzajg w czasie inne zmiany chorobowe
wystepujace w patogenezie choroby Huntingtona: (1) od-

MIiTOCMOUDRIALNE

dziatywanie mHtt z zewnetrzng btong mitochondrialna,
(2) zmniejszenie syntezy ATP, (3) zmiana wrazliwosci na
jony wapnia, (4) zwiekszona podatnos¢ na permeabilizacje
bton mitochondrialnych (MMP; ang. mitochondrial membrane
permeabilization) [10]. Zatem, istniejg dane doSwiadczalne
wskazujace na kluczowg role dysfunkcji mitochondriow w
patogenezie choroby Huntingtona. Jednak mechanizm mo-
lekularny pojawiajacych sie zmian jest nadal dyskutowany.
Sugeruje sie, iz sg one skutkiem oddziatywania mHtt na mi-
tochondria, ktére moze mie¢ charakter bezposredni lub po-
Sredni i polega¢ na uruchamianiu modyfikacji biatek mito-
chondrialnych lub modyfikacji ekspresji genéw kodujacych
biatka kierowane do mitochondriow [10] (Rye. 1).

mHtt A REGULACJA TRANSKRYPCJI
GENOW JADROWYCH KODUJACYCH
BIALKA MITOCHONDRIALNE

Wiadomo, ze biogeneza mitochondriow, w tym import
biatek do bton i macierzy mitochondrialnej sg kontrolowa-
ne przez liczne, jadrowe czynniki transkrypcyjne i koak-
tywatory transkrypcji [12], Wyniki badan prowadzonych
w ostatnich latach wskazujg na dysfunkcje mitochondriow
w patogenezie choroby Huntingtona jako wtérny skutek
zaburzen na poziomie regulacji transkrypcji genéw jadro-
wych kodujacych biatka importowane do mitochondridw.
Na przyktad wykazano, ze mHtt wigze sie
z koaktywatorem CBP (biatkiem wigzacym
biatko CREB, ang. CREB-binding protein),
regulujgcym m.in. produkcje biatek tancu-
cha oddechowego (oksydaza cytochromo-
wa, cytochrom c), zmieniajagc tym samym
funkcjonowanie mitochondriow [13,14].
Obecnos¢ mHtt obniza poziom ekspresji,
pozostajagcego pod kontrolg biatka CREB,
transkrypcyjnego koaktywatora PGC-la
(ang. peroxisome proliferator-activated receptor
[PPAR]-y coactivator la), ktory peini klu-
czowg role w biogenezie mitochondriéw
BALKA [15,16]. PGC-la wiaze sie z czynnikami
transkrypcyjnymi odpowiedzialnymi za re-
gulacje ekspresji genéw jadrowych, kodu-
jacych biatka mitochondrialne takie jak, cy-
tochrom c i podjednostki kompleksdw tan-
cucha oddechowego. Zwiekszona ekspresja
genu kodujgcego PGC-la skorelowana jest
ze zwiekszong syntezg biatek biorgcych
udziat w mechanizmach obronnych przed
stresem oksydacyjnym w komoérce, takich
jak dysmutazy ponadtlenkowe (MnSOD
i CuzZnSOD), peroksydaza glutationowa
(Gpx) i katalaza (Rye. 1). Co wiecej, bada-
nia z wykorzystaniem techniki ,,PGC-la-

MITOCHONDRIUM JADRO

Rycina 1. Schemat podsumowujacy udziat huntingtyny (Htt) i jej zmutowanej wersji (mHtt) w funkcjo-
nowaniu mitochondriéw. Skréty: CREB —biatko wigzace sie z elementem odpowiedzi na cAMP; GPX1
— peroksydaza glutationowa 1; Htt — biatko huntingtyna; mHtt — zmutowana wersja biatka hun-
tingtyny; MMP —permeabilizacja bton mitochondrialnych; PGC-la —koaktywator receptora PPAR-y;
RFT —reaktywne formy tlenu; SOD1 — zalezna od miedzi i cynku dysmutaza ponadtlenkowa; SOD2
—zalezna od manganu dysmutaza ponadtlenkowa; UCP —biatko rozprzegajace; VDAC —zalezny od
potencjatu kanat o selektywnos$ci anionowej. Znaki zapytania oznaczajag mozliwy mechanizm oddziaty-
wania, wymagajacy jednak weryfikacji doswiadczalnej. Opis w tekscie.
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gene knockdown" pozwalajacej na obnizenie
poziomu ekspresji genu kodujacego biatko
PGC-la wykazaty znaczne obnizenie syn-
tezy CuzZnSOD i MnSOD, a takze zwiek-
szong wrazliwo$¢ neurondw na toksycz-
nos$¢, indukowang poprzez I-metylo-4-
fenylo-1,2,3,6 tetrahydropirydyne (MPTP),
kwas kainowy oraz agonistow receptorow
glutaminergicznych [10,17].
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Inne badania pokazaty réwniez, ze PGC-la wptywa na
ekspresje genéw kodujacych biatka rozprzegajace (UCP,
ang. uncoupling proteins). Biatka rozprzegajace zlokalizo-
wane sg w wewnetrznej blonie mitochondrialnej, gdzie
obnizajag gradient elektrochemiczny ApH+ Ich dziatanie
polega zatem na ostabianiu sprzezenia miedzy tancuchem
oddechowym a syntezg ATP [18]. Aktywacja biatka UCP1
(termogeniny) w mitochondriach brunatnej tkanki ttusz-
czowej ssakow prowadzi do uwalniania duzej ilosci ciepta,
natomiast UCP2 i UCP3 mogg obnizaé produkcje RFT w mi-
tochondriach, a wiec chroni¢ komérki przed stresem oksy-
dacyjnym [19]. Obnizenie syntezy PGC-la, obniza réwniez
synteze obecnego w komdrkach uktadu nerwowego biatka
UCP2, o postulowanych witasciwosciach neuroprotekcyj-
nych [17]. Poza tym, obecno$¢ mHtt powoduje obnizenie
poziomu syntezy biatka UCP-1, a w transgenicznych my-
sich modelach choroby Huntingtona zaobserwowano hipo-
termie, co tylko potwierdza wptyw mHtt na synteze biatek
z rodziny UCP [18]. Zatem, obnizenie poziomu biatka PGC-
la w neuronach, zwieksza ryzyko uruchomienia dysfunkcji
mitochondriow w wyniku upo$ledzenia dziatania biatek
UCP (Rye. 1), a w konsekwencji, procesow neurodegenera-
cyjnych. Na uwage zastuguje rowniez zaobserwowana w
przypadku mysich modeli choroby Huntingtona obnizona
synteza biatka PGC-la w neuronach pragzkowia, co moze
czesciowo wyjasnia¢ mechanizm wybidrczej utraty neuro-
néw w chorobie Huntingtona [3].

mHtt A EGZEKUCJA APOPTOZY

Jedng z funkcji Htt jest prawdopodobnie regulacja
apoptozy podczas rozwoju organizmu, natomiast mHtt,
moze te istotng funkcje uposledzaé [5]. Htt jest substra-
tem dla kinazy biatkowej B (PKB), ktorej efektem dziata-
nia jest zwiekszenie proliferacji i zahamowanie apoptozy
[20]. PKB moze dziata¢ w obrebie szlaku sygnalizacyjnego
obejmujacego takze kinaze-3 fosfatydyloinozytolu (PI-3K),
ktory stanowi istotna cze$¢ mechanizméw antyapopto-
tycznych. W wyniku aktywacji tego szlaku ulega zwigk-
szeniu poziom syntezy czynnikéw antyapoptotycznych,
takich jak biatko BcIA (B cell lymphoma leukemia-X) lub neu-
rotropowy czynnik pochodzenia mézgowego (BDNF, ang.
brain-derived neurotrophic factor), natomiast synteza biatek
proapoptotycznych, takich jak Bax (ang. Bcl-2-associated X
protein), ulega ostabieniu. Co ciekawe, wykazano, ze szlak
obejmujacy kinazy PI-3K i PKB przeciwdziata apoptozie
neuronow prazkowia [20],

Stwierdzono réwniez, ze Htt zapobiega aktywacji Kka-
spaz. Na przykitad, Htt wigze sie z biatkiem HIP1 (ang. hun-
tingtin interactor protein-1), odpowiedzialnym za aktywacje
kaspazy 3 [21]. Ekspansja poliglutaminowa w mHtt przy-
puszczalnie ogranicza zdolno$¢ wigzania si¢ tego biatka z
HIP1, co w konsekwencji prowadzi do zwiekszenia pozio-
mu tego biatka w formie niezwigzanej z Htt i zwiekszenia
aktywacji kaspazy 3. Co wiecej, biatko HIP1 niezwigzane
z Htt moze sie wigza¢ z biatkiem Hippi (ang. HIP1 protein
interactor) i tym samym aktywowac kaspaze 8, ktéra uczest-
niczy w proteolitycznej aktywacji biatka Bid (ang. BH3 inter-
acting domain death agonist). Biatko Bid w postaci aktywnej
przemieszcza sie do mitochondriéw, co prowadzi zwykle
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do uwolnienia cytochromu c [21]. Htt jest zatem biatkiem
przeciwdziatajagcym zjawisku MMP (Rye. 1).

Wyniki badan wykorzystujacych linie komérek cztowie-
ka, jak i badan post mortem wskazujg na wigzanie sie mHtt
z biatkiem p53 i zwiekszenie jego syntezy [23]. Obecnos¢
mHtt, a co za tym idzie, akumulacja biatka p53 w jadrze
komérkowym, prowadzi do zwiekszonej syntezy proapop-
totycznych biatek z rodziny Bcl-2, w tym Puma (ang. p53
up-regulated modulator of apoptosis) oraz Bax, co sprzyja uru-
chomieniu mitochondrialnej drogi apoptozy, tym samym
stanowi¢ moze istotny element neurodegeneracji w pato-
genezie choroby Huntingtona. Co wiecej, biatko p53 moze
bezposrednio oddziatywaé na mitochondria i uruchamiac
uwolnienie cytochromu c (Rye. 1) [22], Obnizenie poziomu
syntezy biatka p53 przy wykorzystaniu siRNA badz w wy-
niku delecji kodujgcego je genu, chroni przed neurodegene-
racjg wywotang przez mHtt [23].

DEHYDROGENAZA BURSZTYNIANOWA
JAKO CEL DZIAEANIA mHtt

Dehydrogenaza bursztynianowa (kompleks Il mito-
chondrialnego fancucha oddechowego), zasila proces fos-
forylacji oksydacyjnej, a takze uczestniczy w cyklu Krebsa.
Dlatego uposledzenie dziatania dehydrogenazy burszy-
nianowej prowadzi do znacznego zmniejszenia syntezy
ATP i tym samym do dramatycznego w skutkach deficy-
tu energetycznego komdrki. W neuronach prazkowia pa-
cjentow z chorobg Huntingtona zaobserwowano znaczace
obnizenie poziomu syntezy podjednostek Ip i Fp dehy-
drogenazy bursztynianowej, podczas gdy poziom synte-
zy innych biatek mitochondrialnych (m.in. podjednostki 4
oksydazy cytochromowej, podjednostek czesci FI syntazy
ATP, biatka Bcld zlokalizowanego w bionie zewnetrznej
i cytochromu c), nie ulegat zmianie [25], Wyniki podob-
nych badan przeprowadzonych na neuronach prazkowia
szczura infekowanych lentiwirusowym wektorem koduja-
cym koniec aminowy mHtt, potwierdzity wyniki uzyska-
ne dla neuronéw pacjentéw z chorobg Huntingtona [25].
Na uwage zastuguje fakt, ze obnizeniu poziomu syntezy
podjednostek Ip i Fp nie towarzyszyto obnizenie poziomu
odpowiednich transkryptéow, co wyklucza wptyw mHtt na
ekspresje podjednostek dehydrogenazy bursztynianowej
na poziomie transkrypcji. Co wiecej, nadprodukcja pod-
jednostek Ip i Fp hamowata dysfunkcje mitochondriow
i chronita szczurze neurony prazkowia przed apoptozg
wywotang przez mHtt [24]. Z kolei w badaniach prowa-
dzonych na liniach komorek cztowieka Neuro2A i Hela,
w ktorych zachodzita synteza mHtt, zaobserwowano ob-
nizenie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej [25].
Takze w komdrkach drozdzy Saccharomyces cerefsiae, sto-
sowanych jako model w badaniach choroby Huntingtona
[26], obecnos¢ mHtt wywotywata cytotoksyczncsé, ktorej
przyczyng byta gtéwnie zmiana aktywnosci dehydrogena-
zy bursztynianowej [9].

W badaniach nad znaczeniem zmian w obrebie dehydro-
genazy bursztynianowej w rozwoju choroby Huntingtona
na szczeg6lna uwage zastuguje kwas 3-nitropropionowy
(3-NP), nieodwracalny inhibitor tego kompleksu enzyma-
tycznego, od dawna stosowany jako kluczowy element do-
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Swiadczalnego modelu choroby Huntingtona [27], Systema-
tyczne podawanie 3-NP szczurom i ssakom naczelnym wy-
wotuje wybiorczg utrate neurondw w obszarze prazkowia
oraz zaburzenia ruchowe i psychiczne, typowe dla choroby
Huntingtona [27,28], Oprocz podobnego fenotypu, badania
toksycznosci 3-NP i mHtt ujawnity wspdélne mechanizmy
patogenezy zwigzane z dysfunkcjg mitochondriéw, do kté-
rych nalezy zaburzona gospodarka wapniowa i aktywacja
kaspaz [28], Jednakze w badaniach toksycznos$¢ 3-NP nie
zaobserwowano typowych dla mHtt zmian na etapie trans-
krypcji, podobnych do tych, ktére obserwuje sie w trans-
genicznych szczurzych modelach choroby Huntingtona
[30,31].

ZABURZENIA UDZIALU MITOCHONDRIOW
W REGULACJI GOSPODARKI WAPNIOWEJ
JAKO SKUTEK DZIALANIA mHtt

Toksyczno$é pobudzeniowa (ekscytotoksycznos¢) to-
warzyszgca chorobie Huntingtona jest wywotana zwiek-
szonym naptywem jonéw wapnia do komorki na skutek
nadmiernego pobudzenia receptorow NMDA [32], W wa-
runkach wysokiego stezenia jondw wapnia w cytosolu mi-
tochondria akumulujg jony wapnia dzieki obecnosci w bto-
nie wewnetrznej uniportera wapniowego, transportujgcego
je do macierzy mitochondrialnej zgodnie z gradientem ste-
zenia, co z kolei wymaga obecnosci potencjatu transbtono-
wego, (Aip) [33]. Dostepne dane wskazujg, ze uposledzenie
udziatu mitochondriéw w regulacji poziomu jonéw wapnia
w komorce stanowi istotny czynnik w patogenezie choro-
by Huntingtona (Ryc. 1). Wyniki badan prowadzonych na
mitochondriach limfoblastéw pochodzgcych od pacjentéw
z chorobg Huntingtona ujawnity znaczny spadek Aip i depo-
laryzacje wewnetrznej btony w obecnos$ci znacznie nizszych
stezed Caz niz potrzebne do wywotania takiego samego
efektu w mitochondriach kontrolnych [34], Podobne wyniki
uzyskano badajgc mitochondria transgenicznych myszy, u
ktorych zachodzita synteza catego biatka mHtt, i u ktérych
zaburzenia zaleznej od mitochondriéw gospodarki wapnio-
wej zaobserwowano jeszcze przed wystgpieniem objawow
chorobowych [34], Z kolei wyniki innych doSwiadczen [35]
Swiadczg o tym, ze mitochondria z mie$ni szkieletowych
transgenicznych myszy, u ktérych zachodzi synteza mHtt,
charakteryzujg sie zwiekszong wrazliwoscig na stres wap-
niowy, co prowadzi do deficytu energetycznego komorek i
w rezultacie zaniku miesni.

Badania prowadzone na szczurach, u ktérych zachodzita
synteza mHtt, pozwolity na zaobserwowanie destabiliza-
cji Aip, wolniejszego naptywu jondw wapnia do macierzy
mitochondrialnej, obnizong zdolno$¢ mitochondriéw do
akumulacji Ca2+ a takze ich obnizone stezenie progowe po-
trzebne do aktywacji megakanatu mitochondrialnego (PTP,
ang. permeability transition pore) [36]. Co wiecej w obecnosci
mHtt mitochondria neuronéw prazkowia sg bardzo wraz-
liwe na indukowany Ca2rspadek Aip, co zwieksza szanse
zaj$cia zjawiska MMP [37]. Podanie inhibitoréw deacetylaz
biatek histonowych (trichostatyna A, maslan sodu) znosi-
fo uposledzenie mitochondrialnej regulacji stezenia Ca2
co sugeruje, iz wywotane dziataniem mHtt uposledzenie
udziatu mitochondriéw w regulacji gospodarki wapniowej
obejmuje takze etap transkrypcji [38].

Postepy Biochemii 56 (2) 2010

ODDZIALYWANIE mHtt Z ZEWNETRZNA
Bt ONA MITOCHONDRIALNA

Oddziatywanie mHtt z czynnikami transkrypcyjnymi i
koaktywatorami oraz z biatkami wewnetrznej btony mito-
chondrialnej, nie wyjasnia wszystkich mechanizméw dys-
funkcji mitochondriow proponowanych dla patogenezy
choroby Huntingtona. £aincuch oddechowy jest kluczowym
elementem umozliwiajagcym realizacje metabolicznych i
energetycznych funkcji mitochondriow. Jego funkcjonowa-
nie wymaga sprawnego przebiegu dwoch podstawowych
proceséw; importu biatka i transportu metabolitdw. Zatem,
dysfunkcja tancucha oddechowego moze by¢ konsekwencja
upos$ledzenia importu biatka i/lub transportu metabolitow.
Jednym z podstawowych narzedzi wymiany metabolitow
miedzy mitochondriami i cytoplazmg jest kanat VDAC
(ang. voltage dependent anion selective channel), nazywany
rbwniez poryng mitochondrialng. Prowadzone od wielu
lat badania dotyczace znaczenia kanatu VDAC wskazuja,
iz uczestniczy on w dystrybucji ATP, homeostazie Ca2+ i
egzekucji apoptozy [39-43], Co wiecej, dzieki wykorzysta-
niu uktadu modelowego opartego na drozdzach S. cerevi-
siae, wykazano, iz kanat VDAC pos$redniczy w determinacji
stanu oksydacyjno-redukcyjnego cytosolu, ktory z kolei jest
istotnym czynnikiem determinujgcym poziom syntezy bia-
tek eliminujacych anionorodnik ponadtlenkowy (MnSOD i
CuZnSOD), jak i biatek wchodzgcych w sktad kompleksow
importowych zewnetrznej btony mitochondrialnej [44-46].
W mitochondriach réznych organizméw stwierdzono wy-
stepowanie izoform biatka VDAC, réznigcych sie aktywno-
Scig kanatowg i prawdopodobnie odgrywajacych ré6zng role
[47], Na przyktad, w mitochondriach cztowieka wystepu-
ja trzy izoformy biatka VDAC, VDAC1, VDAC2 i VDAC3,
tworzace funkcjonalne kanaly. Syntetyzowane sg one w
réznych tkankach i narzagdach, w tym w mézgu, przy czym
najnizszy ale réwnoczes$nie najbardziej jednorodny poziom
syntezy wystepuje w przypadku izoformy VDAC3. Poziom
syntezy izoformy VDAC2 jest najwyzszy, przy czym row-
nocze$nie poziom jej syntezy, podobnie jak w przypadku
izoformy VDACLI, jest zr6znicowany, takze w przypadku
moézgu (http//biogps.gnf.org). Co ciekawe, badania prote-
omiczne mysiego modelu choroby Huntingtona pozwolity
stwierdzi¢, iz w przebiegu dysfunkcji lezacych u podstaw
tej choroby dochodzi do intensywnej modyfikacji oksyda-
cyjnej kilku biatek, w tym biatka VDAC [48], Zatem, kanat
VDAC moze odgrywaé wazng role w mechanizmie $mierci
komdrek nerwowych, lezagcym u podstaw choroby Hun-
tingtona (Ryc. 1).

Co wiecej, istnieja doniesienia wskazujace na bezposred-
nie oddziatywanie mHtt z zewnetrzng btong mitochon-
drialng, prowadzace do powstania agregatéw tego biat-
ka [34,49,50]. Inne badania wykazaly, ze koniec aminowy
mHtt wptywa bezposrednio na wyizolowane mitochon-
dria, zaburzajac generacje Aip oraz homeostaze wapniowg
[49-52], Przypuszcza sie wiec, ze oddziatywanie mHtt z ze-
wnetrzng btong mitochondrialng moze prowadzi¢ do desta-
bilizacji btony i zwiekszenia podatnosci mitochondriéw na
zjawisko MMP pod wpltywem wysokiego poziomu jondw
wapnia lub innych czynnikéw proapoptotycznych. Oddzia-
tywanie mHtt z zewnetrzng btong mitochondrialng moze
rowniez modyfikowac dziatanie aparatu importu biatka do
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mitochondriow (Ryc. 1), co mogtoby ttumaczy¢ obnizenie
poziomu podjednostek dehydrogenazy bursztynianowej,
przy niezmienionym poziomie mRNA [53], Zatem, oddzia-
tywanie mHtt z zewnetrzng btong mitochondrialng moze
uruchamia¢ zmiany strukturalne biatek mitochondrialnych,
co zwigksza ich podatno$¢ na modyfikacje lub tez w miej-
scach akumulacji mHtt dochodzi do generacji stanu stresu
oksydacyjnego [54].

Mitochondria sg organellami niezwykle dynamicznymi,
zmieniajagcymi swoj ksztatt, podlegajacymi fuzji i fragmen-
tacji [55], Fuzja, czyli tgczenie sie mitochondridw, jest pro-
cesem niezbednym dla komunikacji miedzy mitochondria-
mi, utatwiajagcym ich przemieszczanie si¢ i dystrybucje w
komorce. Fragmentacja umozliwia odnowe, redystrybucje i
zwiekszenie liczby mitochondriéw. Oba procesy podlegajg
Scistej kontroli iregulacji poprzez liczne biatka wystepujace
w cytosolu i mitochondriach. Do biatek zlokalizowanych w
zewnetrznej btonie mitochondrialnej nalezg miedzy inny-
mi btonowe GTPazy — mitofuzyny (MFN1 i MFN2), ktére
uczestniczg w regulacji fuzji, a takze biatko Fisi, reguluja-
ce proces fragmentacji mitochondriéw [55]. Coraz czesciej
sugeruje sie, iz zaburzenia w procesach fuzji i fragmentacji
mitochondriéw moga inicjowa¢ kaskady neurodegenera-
cyjne [56], Mocnym argumentem dla tej hipotezy moga by¢
wyniki badan dziedzicznych chordb neurodegeneracyjnych
u cztowieka. Przyktadem moze by¢ tu choroba Charcota-
Mariego-Tootha typu 2A, dziedziczna neuropatia ruchowo-
czuciowa, ktérej przyczyna jest mutacja genu kodujacego
biatko MFN2 [57]. W zwigzku z powyzszym zapropono-
wano [2], ze zaburzenia proceséw fuzji i fragmentacji mito-
chondridw sg $cisle zwigzane z dysfunkcjg mitochondriéw
w rozwoju choroby Huntingtona (Ryc. 1). Zatem, Htt przy-
puszczalnie reguluje procesy fuzji i fragmentacji mitochon-
driéw poprzez wigzanie sie z biatkami zaangazowanymi w
te procesy, natomiast mHtt moze powodowac nieprawidto-
we dziatanie tych biatek. Co ciekawe, inne badania pozwo-
lity wykazac¢, ze mHtt wigze sie z biatkiem MFN2, najpraw-
dopodobniej zmieniajac jego dziatanie i zwiekszajgc proces
fragmentacji mitochondriow prowadzac do apoptozy ko-
morki [58].

STRATEGIE TERAPEUTYCZNE UWZGLEDNIAJACE
MITOCHONDRIA - OD TEORII DO ZASTOSOWAN

Dostepne dane pozwalajg wnioskowaé, iz istotnym ele-
mentem toksycznego dziatania mHtt jest bezposrednie
badz posrednie oddziatywanie tego biatka na mitochondria,
uruchamiajgce prawdopodobnie zmiany w obrebie bton
mitochondrialnych, prowadzace do zwiekszonej produkcji
RFT i dysfunkcji tafcucha oddechowego [9]. Teoretycznie,
jezeli zaburzenia prowadzace do dysfunkcji mitochondriéw
u pacjentéw i w zwierzecych modelach choroby Huntingto-
na lezg u podstaw uszkodzer i apoptozy neurondéw, mozna
z duzg pewnoscig stwierdzic¢, ze proby zniwelowania tych
zaburzen moga przynie$¢ pozytywne skutki terapeutyczne.
Podczas gdy szereg badan nad dysfunkcjg mitochondriow
w chorobie Huntingtona wskazuje na istnienie licznych po-
tencjalnych celow terapeutycznych (np. PGC-la lub dehy-
drogenaza bursztynianowa), niezbedne sg przedkliniczne
badania, ktore okreslag mozliwo$¢ modulacji dziatania tych
biatek in vivo. Z praktycznego punktu widzenia, potrzeba
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jeszcze wielu lat na opracowanie skutecznej terapii, jednak-
Ze juz od dawna proponuje sie obiecujgce strategie terapeu-
tyczne.

W neuronach, w ktérych zachodzi synteza mHtt stwier-
dzono funkcjonowanie mitochondrialnego szlaku apopto-
tycznego indukowanego poprzez podlegajace akumulacji
biatko p53 [23]. Redukcja akumulacji biatka p53 poprzez
wyciszenie ekspresji genu lub z wykorzystaniem farma-
kologicznego inhibitora PFT (z ang. pifithrin-a) elimino-
wata depolaryzacje mitochondrialnej btony wewnetrznej,
co przeciwdziatato uruchomieniu apoptozy [23]. W przy-
padku transgenicznych myszy u ktérych zachodzi synteza
mHtt, PFT przywracata prawidtowa aktywno$¢ mitochon-
drialnego tancucha oddechowego [23]. Mozna zatem przy-
puszczac, ze leki o podobnym dziataniu moga by¢ skutecz-
ne w neuroprotekcji.

UpoSledzenie mitochondrialnej regulacji stezenia Ca2w
komérce, obserwowane w liniach komérek cztowieka oraz
w komorkach mysich modeli choroby Huntingtona, mogto-
by by¢ poddane terapii z zastosowaniem inhibitorow deace-
tylaz biatek histonowych (HDAC, ang. histone deacetylases),
takich jak trichostatyna A lub maslan sodu [38]. Biorgc pod
uwage zwigzek pomiedzy syntezg mHtt a zaburzeniami na
poziomie transkrypcji niektorych biatek mitochondrialnych,
taka terapia mogtaby sie okaza¢ bardzo skuteczna [38]. Ku
tym zatozeniom sktaniaja rGwniez wyniki badan prowadzo-
nych na mysich modelach choroby Huntingtona, w przy-
padku ktorych kuracja inhibitorami HDAC spowalniata
wystapienie zaburzeh motorycznych oraz zanik neuronéw
w obrebie pragzkowia [59,60]. Na uwage zastuguje rowniez
inhibitor aktywacji megakanatu mitochondrialnego (PTP),
cyklosporyna A, ktdéra zapobiega otwarciu sie PTP w odpo-
wiedzi na zmiany stezenia Ca2+lub stres oksydacyjny [61],
Badania wykorzystujgce transgeniczne myszy syntetyzujg-
cych mHtt, wykazaty neuroprotekcyjne dziatanie cyklospo-
ryny A, ktdra chronita przed wybidrczg utratg neurondéw
prazkowia, indukowana nadmierng aktywacjg receptora
NMDA [62],

Interesujgcym kierunkiem badan w poszukiwaniu sku-
tecznej strategii terapeutycznej wydaje sie r6wniez poszuki-
wanie odpowiedzi na pytania dotyczace roli upo$ledzenia
funkcji kanatu VDAC w patogenezie choroby Huntingtona
i okreslenie tejze zmiany jako wczesnej czy pdznej. Prowa-
dzone przez nas badania, we wspotpracy z zespotem prof.
J. Jordana (Universidad de Castilla-La Mancha, Albacete,
Hiszpania), pozwolity stwierdzi¢, ze zmiany w aktywnosci
kanatu VDAC mogga stanowi¢ wazny element neuroprotek-
cji [63],

Innym, ciekawym kierunkiem badan zmierzajagcych do
ustalenia skutecznej terapii w chorobie Huntingtona, jest
proba dobrania odpowiednich suplementéw, ktére mogty-
by poprawi¢ metabolizm energetyczny neuronéw pacjen-
tow z chorobg Huntingtona. Najbardziej obiecujgca wydaje
sie by¢ kreatyna, zwigzek powstajagcy w organizmie endo-
gennie, ale réwniez tatwo wchtaniany przez uktad pokar-
mowy [64], Suplementacja diety kreatyng w przypadku my-
szy, u ktérych zachodzita synteza kofica aminowego mHtt,
zwiekszata przezywalno$¢ myszy, zmniejszata zaburzenia
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ruchowe oraz zanik neurondw prgzkowia [65]. Kreatyna
jest dobrze tolerowana przez pacjentdw z chorobg Hun-
tingtona. Zaobserwowano réwniez obnizony, w stosunku
do pacjentow nie podlegajacych suplementacji kreatyna,
poziom markera stresu oksydacyjnego, 8-hydroksy-2'-
deoksyguanozyny (8-OHdG) we krwi [66], Dalsze, kilku-
letnie badania kliniczne wykazg, czy uzupetnienie diety w
kreatyne moze spowolni¢ przebieg choroby Huntingtona.

Bezsprzeczny udziat w patogenezie choroby Hunting-
tona przypisuje sie rGwniez zwiekszonemu wytwarzaniu
RFT w komérkach [54,67], Prowadzone w ostatnich latach
badania na zwierzecych modelach choroby Huntingtona
z wykorzystaniem zwigzkéw o dziataniu antyoksydacyj-
nym przyniosty obiecujgce wyniki. Na przyktad, poda-
wanie askorbinianu myszom, stanowigcym zwierzecy
model choroby Huntingtona spowalniato wystgpienie za-
burzen behawioralnych [68], natomiast terapia z zastoso-
waniem lipofilnego przeciwutleniacza BN82451 znacznie
zwiekszata przezywalno$¢ myszy [69], Najbardziej obie-
cujacym przeciwutleniaczem jest jednak koenzym Q10,
ktory oprécz antyoksydacyjnych wiasciwosci, petni klu-
czowa role w transporcie elektron6w w mitochondrial-
nym tancuchu oddechowym [70], Duze ilosci koenzymu
Q10 podawane myszom, stanowigcym zwierzecy model
choroby Huntingtona, zwiekszaty ich przezywalnosé,
hamowaty zaburzenia ruchowe, utrate masy oraz zanik
neuronoéw prazkowia [71].

PODSUMOWANIE

Nie ulega watpliwosci, ze mitochondria petniag kluczo-
wa role w patogenezie choroby Huntingtona. Istnieje wiele
czynnikdw warunkujgcych toksyczne dziatanie mHtt, za-
rowno na poziomie ekscytotoksycznosci jak i na poziomie
regulacji transkrypcji gendw jadrowych kodujgcych biatka
mitochondrialne. Liczne badania wskazujg rowniez na bez-
posrednie oddziatywanie mHtt z biatkami mitochondrial-
nymi. Co wiecej, coraz czesciej zauwaza sie powigzanie
pomiedzy dysfunkcjg mitochondriow, powodowang tok-
sycznym dziataniem mHtt a selektywnym ubytkiem neuro-
néw prazkowia. Petne zrozumienie tych mechanizmow jest
niezwykle potrzebne dla znalezienia skutecznych strategii
terapeutycznych, ktére opézniatyby lub istotnie zwalniaty
postep choroby. Zadna z dotychczas podjetych préb tera-
pii choroby Huntingtona nie okazata sie skuteczna. Dlate-
go kontynuacja badan skupiajgcych sie na oddziatywaniu
mHtt na mitochondria to istotny kierunek w poszukiwa-
niach skutecznej terapii choroby Huntingtona.
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The role of mitochondria in the pathogenesis of Huntington's disease
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ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is an autosomal-dominant neurodegenerative hereditary disorder that gradually robs affected individuals of me-
mory, cognitive skills and normal movements. It is originated by the mutation of the gene encoding the huntingtin-protein (Htt). Htt with
an abnormal stretch of above 35 glutamines in the N terminus (mHtt) results in HD. The observed symptoms result from the selective loss of
neurons within the central nervous system, mainly in the striatum but also in the cortex. At present increasing numbers of data indicate that
mitochondrial functioning is affected by mHtt and the resulting mitochondrial impairments may occur early enough to contribute to mHtt-
induced toxicity and the HD pathogenic mechanism. Here, we review how mHtt might cause mitochondrial dysfunction by either perturbing
transcription of nuclear-encoded mitochondrial proteins or by direct interaction with mitochondrial proteins. In addition, we discuss thera-
peutic opportunities for HD based on protection against mitochondrial dysfunction.
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STRESZCZENIE

Reaktywne formy tlenu (RFT) sg stale produkowane w komérkach roslinnych jako ubocz-
ne produkty wielu reakcji metabolicznych, zwigzanych z fotosyntezg, fotorespiracjg
oraz oddychaniem komdérkowym. Powstajgce RFT jako toksyczne dla komorki sg usuwane
przez szereg komérkowych mechanizméw antyoksydacyjnych, zaréwno enzymatycznych
jak i nieenzymatycznych. Stres oksydacyjny wystepuje wéwczas, kiedy dochodzi do za-
chwiania réwnowagi pomiedzy produkcjg RFT a szybkoscig ich neutralizacji. RFT prowa-
dzg do zniszczen w obrebie komérki, utleniajac tak wazne bioczasteczki jak: lipidy bton
komédrkowych, biatka czy DNA. RFT uczestniczg takze w przekazywaniu sygnatu poprzez
uruchamianie kaskady reakcji w odpowiedzi na czynniki stresowe, badZ wptywajac na eks-
presje genow. Niniejsza praca stanowi przeglad najnowszej literatury dotyczacej lokalizacji
centréw wytwarzania RFT w obrebie chloroplastéw, mechanizméw antyoksydacyjnych oraz
udziatu RFT w przekazywaniu sygnatu w komdrce roslinnej.

WPROWADZENIE

Reaktywne formy tlenu (RFT; ang. reactive oxygen species) sg wytwarzane w
komérkach jako produkt uboczny reakcji zachodzacych podczas proceséw fo-
tosyntezy, fotorespiracji czy oddychania komérkowego. Wytwarzanie RFT jest
wzmozone pod wpltywem Srodowiskowych czynnikéw stresowych takich jak:
wysokie natezenie Swiatta, susza, zbyt niska lub zbyt wysoka temperatura, wy-
sokie zasolenie, niedobory mikro- i makroelementéw, atak patogenow, dziata-
nie herbicydéw, obecnos¢ metali ciezkich, na ktore rosliny sg narazone w czasie
swojego zycia. Poniewaz wysoki poziom RFT jest szkodliwy dla komorek, rosli-
ny wyksztatcity odpowiednie mechanizmy obronne (enzymy antyoksydacyjne,
endogenne antyutleniacze). Niebezpieczna sytuacja pojawia sie wtedy, kiedy
zostaje zachwiana r6wnowaga pomiedzy wytwarzaniem RFT a ich neutraliza-
cja. Szacuje sie, ze w warunkach stresowych, poziom RFT wzrasta od 3 dolO
razy [1]. Nadmiar RFT powoduje, ze obecne w komoérkach mechanizmy anty-
utleniajgce nie sa w stanie obnizy¢ ich zawartosci do bezpiecznego dla komor-
ki poziomu. Dochodzi do niebezpiecznego stanu, okre$lanego mianem stresu
oksydacyjnego (ang. oxidative stress) [1], RFT jako czasteczki reaktywne, powo-
dujg utlenienie bioczasteczek takich jak: lipidy, biatka, barwniki oraz DNA [2],
Wzmozona peroksydacja lipidow btonowych wystepuje wowczas, gdy RFT re-
aguja z nienasyconymi kwasami ttuszczowymi, bedacymi sktadnikiem lipidow
bton komdérkowych, co prowadzi do zniszczenia struktury btony, utraty turgoru
komorek, a w efekcie do znacznego rozluznienia struktury catej tkanki i jej ob-
umarcia [1], RFT oddziatujgc z biatkami powodujg modyfikacje aminokwasdw,
fragmentacje tancuchdw polipeptydowych, ich dalszg agregacje lub wytwarza-
nie wiazan pomiedzy nimi. Oddziatywanie RFT z biatkami moze takze prowa-
dzi¢ do ich proteolizy [1], RFT generujg takze uszkodzenia w DNA, powodujac
utlenienie zasad azotowych, uszkodzenia reszt cukrowych, rozerwanie wigzan
fosfodiestrowych tgczacych nukleotydy, co w efekcie prowadzi do pekniecia nici
kwas6w nukleinowych i mutacji [3,4].

Odkrycia ostatnich dekad pokazujg jednak, ze RFT majg dwa oblicza. Jedno
z nich jest niebezpieczne, prowadzace do zniszczen, a nawet $mierci komorki,
drugie objawia si¢ istotnym udziatem w przekazywaniu sygnatu i kontroli waz-
nych proceséw takich jak: wzrost czy rozwdj roslin.

RODZAJE REAKTYWNYCH FORM TLENOWYCH
GENEROWANYCH W KOMORCE ROSLINNEJ

Zycie w atmosferze bogatej w tlen niesie ze sobg potencjalne ryzyko wysta-
pienia stresu oksydacyjnego. Tlen w stanie podstawowym nie stanowi proble-
mu dla komérki, poniewaz jest on stosunkowo mato reaktywny w poréwnaniu
z pochodnymi, jakie tworzy: nadtlenkiem wodoru (H2 2, anionorodnikiem
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ponadtlenkowym (0 2) oraz rodnikiem hydroksylowym
(’OH). Ten relatywnie stabilny stan podstawowy tlenu
jest jego stanem tripletowym, z dwoma niesparowanymi
elektronami zlokalizowanymi na réznych orbitalach anty-
wigzacych (rc*). Tlen w stanie tripletowym moze utleniaé
inne czasteczki, jednak pomimo swojej wysokiej reaktyw-
nosci termodynamicznej, reakcje te sag wolne ze wzgledu na
ograniczenia spinowe [5], Tlen czasteczkowy moze zostac
przeksztatcony w formy bardziej aktywne chemicznie albo
poprzez transfer energii (wytwarza sie wéweczas tlen single-
towy) albo poprzez reakcje elektronowe, co prowadzi do
wytworzenia anionorodnika ponadtlenkowego, nadtlenku
wodoru oraz rodnika hydroksylowego. W czasie redukcji
tlenu czasteczkowego (02 (Réwnanie 1) generowane sg
RFT [6]. Pierwszy etap tej tancuchowej reakcji wymaga ini-
cjacji, podczas gdy pozostate trzy stadia sg egzotermiczne i
mogg zachodzi¢ spontanicznie, niezaleznie od tego czy sg
katalizowane czy nie [2].

02— (H)02 ->HD2 OH* + HD -» 2HD (Roéwnanie 1)

W pierwszym etapie redukcji 0 2 powstaje relatywnie
krotko zyjacy i stabo dyfundujacy rodnik wodoronadtlen-
kowy (HO,*) oraz anionorodnik ponadtlenkowy 0 2*. Te
tlenowe rodniki sg reaktywne, mogga tworzy¢ hydroksynad-
tlenki reagujac z dienami, jak réwniez utlenia¢ aminokwasy
(np. histydyne, metionine i tryptofan) [2].

Dalsza redukcja 0 2generuje nadtlenek wodoru (HD 2,
ktory ma relatywnie dtugi okres pdttrwania (1 ms) [2], Bio-
logiczna toksyczno$¢ HzO, wigze sie z utlenianiem grup ho-
lowych (-SH) oraz utlenianiem jondw metali przejSciowych
(np. Fe2+r do Fe3t Cu+do Cu2). Utlenianie jondw metali
przejSciowych prowadzi do powstawania rodnika hydrok-
sylowego (*OH). Schemat reakcji Fentona, w czasie ktorej
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Fe2+jest utleniany do Fe3toraz wytwarza sie 'OH przedsta-
wiajg ponizsze réwnania:

02 +Fe3+ Fex+02
HD 2+ Fe2+— Fe3+r+ OH’+ "OH

Rodnik hydroksylowy (’OH) to jeden z najbardziej reak-
tywnych utleniaczy znanych obecnie. Jego wysoki potencjat
redoks (2,31 V) wskazuje na bardzo silne wtasciwosci utle-
niajagce oraz na mozliwos¢ reakcji praktycznie ze wszystkimi
substancjami wystepujacymi w organizmie [4]. Co wiegcej,
obecnie nie jest znany zaden enzym, zdolny do usuwania tej
niezwykle aktywnej chemicznie formy RFT.

Innym rodzajem reaktywnej formy tlenu jest tlen single-
towy (’O,). Jest to czasteczka tlenu bedgca w pierwszym
wzbudzonym stanie elektronowym [7]. Powstaje ona w
wyniku fotoaktywacji i tatwo utlenia wiele waznych z bio-
logicznego punktu widzenia czasteczek, przez co jest tok-
syczna dla komorek [7], Tlen singletowy ma krotki okres
potrwania w komaérkach —ok. 200 ns [5], przez co reaguje
gtéwnie z bioczasteczkami w najblizszym otoczeniu. Obli-
czono, ze D 2moze dyfundowac na odlegtos¢ ok. 10 nm [8].

WYTWARZANIE RFT W KOMORCE ROSLINNEJ ZE
SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM CHLOROPLASTOW

Gtownymi miejscami wytwarzania RFT w komérce ro-
$linnej sg: mitochondria, chloroplasty, peroksysomy, btony
komoérkowe oraz apoplast (Rye. 1) [1], W przeciwieAstwie
do mitochondridw zwierzecych, udziat mitochondriéw ro-
Slinnych w produkcji catkowitej puli RFT w komorce jest
niewielki [9], Moze by¢ to zwigzane z obecnoscig w rosli-
nach alternatywnej oksydazy (AOX; ang. alternative oxidase),
ktora tworzy boczne odgatezienie szlaku cytochromowego

na poziomie ubichinonu (UQ) i przenosi
elektrony z ubichinolu (UQH2 wprost na
tlen, z pominieciem kompleksow Il i IV
[9]. Oksydaza alternatywna wspo6tzawod-
niczy zatem z kompleksem cytochromu
bc: o elektrony, tym samym ograniczajac
produkcje RFT. Potwierdzeniem tego faktu
sg dane wykazujace, ze HD 2indukuje syn-
teze AOX [10], z kolei nadprodukcja AOX
zmniejsza produkcje RFT, natomiast obni-
zony poziom AOX prowadzi do 5-krotne-
go wzrostu poziomu RFT [11],

RFT produkowane sg takze w peroksy-
somach gdzie przebiega cze$¢ reakcji pro-
cesu fotooddychania, podczas ktérych ge-
nerowany jest HD 2 Ponadto w peroksyso-
mach, HD 2powstaje jako produkt ubocz-
ny p-oksydacji kwaséw ttuszczowych [1],
Trzecim Zzrddtem RFT w peroksysomach
jest aktywno$¢ oksydazy ksantynowej,
ktéra produkuje O, w czasie katabolizmu
puryn [1], Wykazano takze, ze 0 2*'jest wy-
twarzany w btonach peroksysomoéw gro-
chu w wyniku indukcji przez NADH lub
NADPH [1],

Rycina 1. Miejsca tworzenia RFT w komérce rodlinnej oraz fizjologiczne konsekwencje ich obecnosci.
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W siateczce $rddplazmatycznej O /-wytwarzany jest jako
wynik reakcji detoksyfikacyjnych katalizowanych przez
cytochrom P450 [1]. RFT sg takze wytwarzane w btonach
komoérkowych przez oksydazy NADPH [1] zaréwno w wa-
runkach stresu biotycznego jak i abiotycznego [12].

W apoptascie RFT generowane sg przez pH-zalezne pe-
roksydazy s$cian komérkowych, oksydazy szczawianowe
i oksydazy aminowe [1]. Wytworzony w apoptascie H,00
moze by¢ utylizowany w czasie lignifikacji i wzrostu $ciany
komorkowej przez zwigzane ze $ciang peroksydazy [3],

Pomimo wielu zrodet RFT w komérce roslinnej, kluczo-
wym miejscem ich wytwarzania sg chloroplasty. RFT po-
wstajg w czasie przeptywu elektrondw przez tafcuch foto-
syntetyczny, zlokalizowany w btonach tylakoidowych [13],
W jego obrebie miejscami szczegdlnie aktywnymi w wy-
twarzani RFT sa: fotosystem | (PSI) oraz fotosystem Il (PSU)
[14], PSU jest nie tylko miejscem gdzie produkowane sg
RFT, lecz przede wszystkim wytwarzany jest tlen czastecz-
kowy. RFT w obrebie PSU tworzg sie zar6wno w warun-
kach redukujgcych (po stronie akceptorowej PSU) jak i utle-
niajacych (po stronie donorowej) isgto: O/', H™®., oraz ‘OH
[15]. Istniejg dane doSwiadczalne pokazujace, ze w okres$lo-
nych warunkach, np. w przypadku braku lub niecatkowitej
redukcji puli plastochinonu po stronie akceptorowej PSU,
tlen czgsteczkowy jest redukowany do O,’-, HD 2i ‘OH [15].
Przenosnikami elektronéw, ktore potencjalnie moga prze-
prowadzac redukcje 0 2w tym szlaku sg: feofityna (anion
feofitynowy; Pheo ) oraz pierwotny chinonowy akceptor
elektronowy QA [15], Sg takze doniesienia wskazujace na
udziat plastochinonu oraz cytochromu bFgw redukcji 0 2w
obrebie PSII [16,17].

W wyniku dysmutacji 0 2 wytworzonego po akceptoro-
wej stronie PSIl powstaje wolny (niezwigzany) H,0., [15].
Dane doSwiadczalne wskazuja, ze oprécz wolnego HD 2
w czasie oSwietlania PSIl tworzy sie takze HXE w formie
zwigzanej [18]. Przypuszczalnie taka forma H"O., powstaje
w wyniku interakcji O,’-z centrami metali obecnymi w PSII.
Moga to by¢: kompleks manganowy rozkladajacy wode
(OEC; z ang. oxygen evolving complex), cytochrom b3 lub ze-
lazo niehemowe [18], W dalszej kolejnosci z HD 2na drodze
jednoelektronowej reakcji Fentona powstaje ‘OH. Jonami
metali katalizujagcymi te reakcje w obrebie PSII mogga by¢:
Fe2t Cu+lub Mn2+[15],

Strona donorowa PSIl ré6wniez moze by¢ producentem
RFT. Wykazano, ze btony tylakoidowe poddawane takim za-
biegom jak: odptukiwanie roztworami soli, zmiany pH czy
traktowanie wysokg temperaturg, cechujg sie zwiekszonym
powstawaniem HZE [15]. Wytworzony w ten sposéb HD 2
moze by¢ utleniany do O /“lub redukowany do ‘OH [15],

Oprocz produkcji wymienionych wyzej rodzajow RFT,
PSII jest gtbwnym miejscem wytwarzania tlenu singletowe-
go (D ). Po raz pierwszy powstawanie » w tylakoidach
pod wptywem Swiatta wykazali Kautsky i Bruijn [19], >0 2
powstaje w czasie przechodzenia wzbudzonego stanu triple-
towego czasteczki chlorofilu (3Chl*) do stanu singletowego
(’Chi*). Poniewaz Xhl* jest czgsteczka relatywnie dtuzej zy-
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jaca ("TO"3s) niz "Chi* (~108s), zwieksza to prawdopodobien-
stwo zajScia jego reakcji z tlenem czasteczkowym (ktérego
stan podstawowy jest stanem tripletowym), w wyniku ktorej
produkowany jest 'O, [19]. Gtéwnymi miejscami powstawa-
nia w obrebie chloroplastu sg: centrum reakcji PSII oraz
kompleksy antenowe LHC (ang. light-harvesting antena com-
plexes) [19]. Wytwarzany w tym miejscu 'O, moze reagowac
z biatkami, barwnikami oraz lipidami prowadzac do utraty
aktywnosci PSII przez degradacje biatka D1 (biatka znajduja-
cego sie w centrum reakcji PSIl) oraz utlenianie barwnikéw
fotosyntetycznych [5]. O ile wytwarzanie tlenu singletowego
w obrebie PSII zostato dobrze udokumentowane, to wydaje
sie, ze ta reaktywna forma tlenu nie jest produkowana w ob-
rebie fotosystemu | (PSI) [19].

Fotosystem I jest odpowiedzialny za redukcje 0 2z udzia-
tem Swiatta (tzw. fotoredukcje) [20], Reakcja przeniesienia
elektronu z PSI bezposrednio na 0 2z wytworzeniem OJ,
znana jest szerzej pod nazwa reakcji Mehlera [21]. Gtownym
sktadnikiem biorgcym udziat w generacji O j oprdcz PSI,
w warunkach silnego natezenia $wiatta w nienaruszonych
chloroplastach, jest reduktaza monodehydroaskorbinianowa
(MDHAR), zawierajgca FAD jako kofaktor [22], Enzym ten
jest luzno zwigzany z btong tylakoidu i nie wystepuje w izo-
lowanych tylakoidach [22]. W zwigzku z tym zasugerowa-
no, ze w obrebie PSI O j jest produkowany w aprotycznym,
hydrofobowym wnetrzu btony tylakoidowej z udziatem cen-
trow zelazo-siarkowych Fe-S: Fxoraz FAB [20], Dodatkowo,
jak wykazat Kruk i wspétaut. [20] w produkcji 0 2* posred-
niczy takze witamina KI, bedaca jednym ze sktadnikéw PSI.
Ponadto, podczas intensywnie przebiegajacej fotosyntezy fer-
rodoksyna utrzymuje sie w stanie zredukowanym inadmiar
elektron6w moze by¢ bezposrednio przeniesiony z ferredok-
syny na 0 2 wytwarzajagc w efekcie O /- [23]. Utworzony w
wyniku tych proceséw O J dyfunduje na powierzchnie bo-
ny, gdzie ulega protonacji i dysmutacji dajagc w efekcie HD 2
oraz 0 2 Istniejg dane sugerujace, ze Q,** moze redukowaé
utleniong forme cytochromu/ oraz plastocjanine wywotujac
w ten sposob 0 2~-zalezny cykliczny przeptyw elektrondw
wokét PSI [24]. Wytworzony w pozbawionym protonow
wnetrzu tylakoidow 0 2¥ ma wydtuzony czas zycia i wptywa
na szybkos$¢ utleniania lipidow oraz destrukcje biatek bto-
nowych. W fazie wodnej, O,* po dysmutacji do H,02i Oz
jest szczegdlnie toksyczny dla enzymoéw cyklu Calvina oraz
kompleksu rozktadajacego wode [20],

W chloroplastach funkcjonuje enzymatyczny cykl reak-
cji zapobiegajacy uszkodzeniu aparatu fotosyntetycznego,
znany pod nazwg cyklu askorbinianowo-glutationowego
lub cyklu Halliwella-Asady, ktéry neutralizuje wytworzony
O J [25], Wytworzony w chloroplastach O,*'jest przeksztat-
cany przez obecng w chloroplastach CuZn-dysmutaze po-
nadtlenkowg (ZnCuSOD) do H2z [26]. ReakcjaO/'z HD 2
(w obecnos$ci jonéw metali przejsciowych np. Fe2) prowa-
dzi do powstania aktywnego chemicznie ‘OH [27].

We wnetrzu tylakoidu, gdzie, jak wcze$niej wspomnia-
no, srodowisko jest lipofilne, a czas zycia 0 2¢ jest znacznie
wydtuzony, enzymy usuwajgce 0 2'~i HD 2 nie majg do-
stepu do tych RFT. W tym miejscu funkcje antyutleniajgca
petnig hydrofobowe zwigzki takie jak: plastochinol (PQH2),
a-tokoferol oraz a-tokoferylochinol [20].
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Dane literaturowe wskazujg réwniez, ze 'O, jest genero-
wany przez izolowane kompleksy cytochromowe b jpodda-
ne o$wietlaniu [28], Przypuszczalnie w obrebie kompleksu
cytochromu bj, miejscem odpowiedzialnym za wytwarza-
nie '0 2nie sa cytochromy, ajest nim klaster Fe-S w centrum
Rieskiego [28]. Jednakze wptyw 'O, produkowanego w tym
miejscu na fotohamowanie PSU jest niejasny i wymaga dal-
szych badan. Co wiecej, nieznana jest tez funkcja obecnej w
kompleksie b j czasteczki chlorofilu. Byé moze uczestniczy
ona takze w wytwarzaniu 'O, w tym miejscu i dziata jako
fotosensybilizator [5].

W chloroplastach wystepuja trzy typy procesow, w kto-
rych tlen czasteczkowy jest metabolizowany. Procesy te sg
$cisle zwigzane z fotosynteza i sg to: i) utleniajgca aktyw-
no$¢ karboksylazy/oksygenazy rybulozo 1,5-bisfosforanu
(Rubisco) w czasie fotooddychania; ii) chlororespiracja; oraz
omowiona wyzej iii) reakcja Mehlera czyli bezpos$rednia
redukcja 0 2przez PSI [9], W warunkach wysokiej tempe-
ratury lub kiedy stezenie wewngtrzkomadrkowego C 02jest
bardzo niskie (np. na skutek bardzo intensywnej fotosyn-
tezy) Rubisco katalizuje reakcje utlenienia, ktéra prowadzi
do utworzenia glikolanu, ktory jest nastepnie transportowa-
ny z chloroplastéw do peroksysoméw. W peroksysomach
oksydaza glikolanowa z udziatem 0 2utlenia glikolan do
kwasu glioksalowego, uwalniajgc H® 2[9].

Chlororespiracja jest alternatywnym procesem przenie-
sienia elektronéw obejmujacym redukcje plastochinonu z
udziatem dehydrogenazy NAD(P)H oraz utlenianie zredu-
kowanego PQ przez terminalng oksydaze z rdwnoczesnym
wytworzeniem wody. Istnienie chlororespiracji wykazano u
glondw oraz ro$lin wyzszych. Uwaza sig, ze jest to jeden z me-
chanizméw fotoprotekcyjnych, ktéry wypetnia swojg funkcje
przez utlenianie reduktoréw pochodzacych ze stromy [29], Do
przeno$nikow elektronowych zaangazowanych w chlorore-
spiracje naleza, oprécz dehydrogenazy NAD(P)H oraz oksy-
dazy terminalnej, takze przenosniki wspolne z fotosyntetycz-
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Rycina 2. Schemat powstawania RFT, aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych
oraz aktywacja ekspresji genéw. SOD —dysmutaza ponadtlenkowa; CAT — ka-
talaza; GPX — peroksydaza glutationowa, GSH —glutation; GSSG — utleniony
glutation; APX — peroksydaza askorbinianowa; Asc —askorbinian; MDHA —
monodehydroaskorbinian; DHA — dehydroaskorbinian; MDHAR — reduktaza
monodehydroaskorbinianowa; DHAR — reduktaza dehydroaskorbinianowa;
GR —reduktaza glutationowa; NADPH — dinukleotyd nikotynamidoadenino-
wy.
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nym taricuchem transportu elektronéw, takie jak: cytochromy
¢-553, b joraz PQ. Wspdlne przenosniki sg wykorzystywane w
ciemnosci do chlororespiracji, a na Swietle do fotosyntezy [30].

MECHANIZMY OBRONNE
NIEENZYMATYCZNE MECHANIZMY OBRONNE

Do nieenzymatycznych antyoksydantow zalicza sie dwa
bardzo wazne bufory redoks: askorbinian (Asc, witamina C)
i glutation (GSH), a takze: tokoferole (witamina E), flawono-
idy, alkaloidy oraz karotenoidy [9], O tym jak istotng role
w zmiataniu RFT petnig GSH oraz Asc, Swiadczy znacznie
podwyzszona podatno$¢ na uszkodzenia wywotane rézny-
mi rodzajami stresu u mutantéw z obnizonym poziomem
Asc oraz zmieniong zawarto$cig GSH [31,32], Asc bierze
udziat w cyklu reakcji rozktadajacych HD 2 (cykl Halliwel-
la-Asady). Z catkowitej puli Asc wystepujacego w komar-
ce, az 30-40% zlokalizowane jest w chloroplastach [33], Asc
jest takze skutecznym wygaszaczem 'O, [34]. Reakcja Asc
z 10 9prowadzi do powstania dehydroaskorbinianu (DHA)
oraz HX 2 ktory wchodzi w cykl przemian Halliwella-Asa-
dy (Ryc. 2) [33]. Mutant vtc2 Arabidopsis thaliana, ktory po-
siada tylko 10-30% zawartosci Asc wystepujacego u typu
dzikiego jest Swiatto-wrazliwy, a takze nasilona jest u niego
peroksydacja lipidéw [7]. Mutant vic2 zaaklimatyzowany
do wysokiego natezenia Swiatta wykazuje podwyzszony
poziom GSH, co moze $wiadczy¢ o prdébie kompensacji
przez GSH niedobordw Asc. Jednakze w poréwnaniu z Asc,
GSH posiada znacznie mniejszg zdolno$¢ do wygaszania
’0Oj, czym mozna tlumaczy¢ wystepowanie u mutanta vtc2
chronicznych objawéw stresu oksydacyjnego [33]. Jednak-
ze trudno wigzac niedobér witaminy C jedynie z obnizong
zdolno$cig do dezaktywacji '0 2 poniewaz jak wspomniano
wczesniej, Asc bierze udziat w wielu mechanizmach anty-
oksydacyjnych takich jak: fotokonwersja wiolaksantyna/
zeaksantyna, regeneracja rodnika tokoferylowego, czy cykl
Halliwella-Asady [33],

Karotenoidy majg najwieksze znaczenie w wygaszaniu
’0j, cho¢ ich rola w likwidacji innych RFT takze zostata po-
twierdzona [7], W PSII, ktéry jest gtbwnym miejscem tworze-
nia '0 2 wystepujg liczne ksantofile, tj. luteina, wiolaksanty-
na, neoksantyna i zeaksantyna. Wykazano, ze wystepujaca w
najwiekszych ilosciach luteina (ok. 60% wszystkich ksanto-
fili) jest niezbedna do wydajnego wygaszania 3hl* oraz 'O,
w LHCII [7], Izolowane anteny LHCII z pozbawionego lu-
teiny mutanta lut2 Arabidopsis thaliana poddawane stresowi
Swietlnemu byty znacznie bardziej podatne na uszkodzenia,
niz LHCII izolowane z typu dzikiego [35], Co ciekawe, cale
ro$liny mutanta lut2 w warunkach stresu Swietlnego nie wy-
kazywaly réznic w odniesieniu do kontroli [35]. To zjawisko
tlumaczone jest dziataniem kompensacyjnym zeaksantyny,
ktéra akumuluje sie w liSciach mutanta lut2 i prawdopo-
dobnie to ona przejmuje funkcje antyoksydacyjne luteiny
[35], Potwierdzeniem tej hipotezy jest fakt, ze podwdjny
mutant, pozbawiony zaréwno luteiny jak i zeaksantyny,
jest niezmiernie wrazliwy na stres Swietlny [35]. Spos$rod
karotenoidéw biorgcych udziat w fotoprotekcji, kluczowg
role petni zeaksantyna. Tworzy sie ona na Swietle z wiolak-
santyny przy udziale deepoksydazy wiolaksantyny w tzw.
cyklu ksantofilowym [36]. Cykl ksantofilowy jest jednym z
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elementéw niefotochemicznego wygaszania (qE; ang. ener-
gy-dependent non-photochemical quenching) [7]. Poza cyklem
ksantofilowym, zeaksantyna petni takze funkcje antyoksy-
dacyjna: wygasza RFT oraz chroni lipidy przed utlenieniem
[7], Innym karotenoidem, zaangazowanym w dziatalno$¢ an-
tyoksydacyjng jest neoksantyna. Wyniki badan sugeruja, ze
bierze ona udziat w ochronie PSII przed O/, dyfundujgcym
z tylakoidéw stromy do gran [37],

Innymi skutecznymi przeciwutleniaczami sg tokoferole.
Nalezg one wraz z tokotrienolami do kompleksu witami-
ny E. Wykazano, ze w roélinach tokoferole i tokotrienole
usuwajg rodnikowe produkty utleniania lipidéw, wygasza-
jg 'O, oraz usuwajg RFT [38,39], Tokoferole i tokotrienole
neutralizujg powstajagce w czasie utleniania wieloniena-
syconych kwaséw ttuszczowych (PUFA) rodniki nadtlen-
kowe lipidéw, poprzez przeniesienie atomu wodoru ze
swojej grupy -OH , ktéry przytgcza sie do rodnika lipido-
wego. W wyniku przeniesienia atomu wodoru tworzg sie
rodniki tokoferoksylowe lub tokotrienoksylowe, ktore sg
regenerowane przez Asc do form wyjsciowych [39], Jedna
z form tokoferoli — a-tokoferol jest efektywnym wygasza-
czem 'Oj wytworzonego w PSII [34], a-Tokoferol jest takze
zaangazowany w chemiczng reakcje usuwania 'O, [34], W
czasie tej reakcji powstaje epoksyd tokoferylochinonu oraz
a-tokoferylochinon. Ten ostatni w postaci zredukowanej
(jako a-tokoferylochinol), takze posiada silne witasciwosci
przeciwutleniajgce [40,41].

Zwiazkiem o charakterze antyoksydacyjnym jest takze
zredukowana forma plastochinonu, plastochinol (PQH?)
[41]. Wygaszanie ’0 2przez PQH2jest prawie réwnie efek-
tywne jak wygaszanie przez a-tokoferol [34]. Kruk i wspét-
aut. [42] wykazali, ze PQH2 podobnie jak tokoferol, peni
role ochronng w stosunku do PSIl w warunkach stresu
Swietlnego przez wygaszanie 'O, generowanego przez
Lhl* w centrum reakcji. PQH2jest ponadto gtéwnym pre-
nylochinonem wytwarzanym w odpowiedzi na stres Swietl-
ny w Arabidopsis thaliana [43].

Dane literaturowe ostatnich lat wykazujg, ze skutecznym
wygaszaczem ’0 2jest takze witamina B6(pirydoksyna) [44].
Po raz pierwszy udziat witaminy B(w tym procesie wyka-
zano u grzybow z rodzaju Cercospora. Ponadto dowiedzio-
no, ze gen PDXI Arabidopsis kodujgcy syntaze pirydoksyny
jest zaangazowany w tolerancje rosliny na warunki streso-

we [7],

MECHANIZMY ZAPOBIEGAJACE
POWSTAWANIU TLENU SINGLETOWEGO

Tlen singletowy moze reagowaé z biatkami, barwnikami
oraz lipidami i prawdopodobnie jest najgrozniejszg formg
RFT prowadzgcg do utraty aktywnosci PSIl przez degra-
dacje biatka DI oraz niszczenie barwnikéw fotosyntetycz-
nych [5], Sadzi sie, ze degradacja biatka DI jest fizjologicz-
ng ochrong przed niekontrolowanym zniszczeniem catego
kompleksu PSIl. Kontrolowana destrukcja biatka DI jest
uwazana za swoisty ,,zawor bezpieczenstwa" detoksykuja-
cy @ 2w miejscu jego wytworzenia [45]. Uszkodzone biatko
DI jest degradowane, a jego miejsce w PSIl zajmuje nowo
syntetyzowane biatko DI [5,19]. W komérkach roslinnych
istnieje kilka ochronnych mechanizmow zapobiegajgcych
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powstawaniu '0 2 G¥dwnym zadaniem tych mechanizmoéw
jest likwidacja potencjalnych zrodet ’0 2 czyli czasteczek
chlorofilu we wzbudzonym stanie trypletowym (3Chl*) i sin-
gletowym (’Chi*). Kiedy energia wzbudzenia absorbowana
przez anteny chloroplastowe przewyzsza fotochemiczne za-
potrzebowanie, czas zycia 'Chi* zostaje wydtuzony, co z ko-
lei zwieksza prawdopodobienistwo jego konwersji do hl*,
a to w efekcie sprzyja produkcji '0 2[19]. Aby zredukowa¢
do minimum ten niepozadany proces, rosliny wytworzyty
specyficzny, natychmiastowo indukowany mechanizm wy-
gaszajacy ’Chi* w antenach PSII, w momencie kiedy energia
zostanie zaabsorbowana w nadmiarze [7], W tym zaleznym
od energii niefotochemicznym wygaszaniu (qE) dochodzi
do bezpromienistej dezaktywacji czgsteczek ’Chi*, czego
efektem jest emisja nadmiaru energii w postaci ciepta [7],

Innym sposobem na zapobiezenie powstawaniu ’0 2jest
likwidacja powstatego juz Ihl*. Odbywa sie to poprzez fi-
zyczne wygaszenie hl* przez karotenoidy obecne w LHC.
W wyniku tego oddziatywania powstajg trypletowe formy
karotenoidow, ktore powracajg do stanu podstawowego
emitujac ciepto [7], Jednakze, podstawowym warunkiem
wygaszania Xhl* przez karotenoidy jest ich bliski kontakt,
poniewaz przeniesienie energii stanu tripletowego nastepu-
je na zasadzie mechanizmu wymiennego, ktorego efektyw-
no$¢ maleje wyktadniczo wraz z odlegtoscig [7],

Mechanizmem ograniczajgcym produkcje 'On w obrebie
chloroplastu jest rowniez likwidacja niezwigzanego (wolnego)
chlorofilu oraz jego prekursoréw, ktdére sg niekontrolowany-
mi generatorami 'O, [7], Istnieje kilka fizjologicznych sytuacji
powodujgcych pojawienie sie chlorofilu w wolnej formie: zie-
lenienie etiolowanych siewek, przeksztatcanie chloroplastow
w chromoplasty podczas dojrzewania owocow czy uwalnia-
nie wolnego chlorofilu przez fotosystem w warunkach stresu
Swietlnego. Rosliny wyksztatcity mechanizm wychwytujacy
uwolniony chlorofil, a przez to zabezpieczajacy komarki przed
'02 poprzez produkcje biatek specyficznie wigzgcych barwni-
ki (PBP; z ang. pigment-binding protein). Do biatek funkcjonu-
jacych jako zmiatacze wolnego chlorofilu nalezg: ELIP (z ang.
early light-induced proteins) oraz rozpuszczalne w wodzie biatka
WSCP (z ang. water-soluble chlorophyll-binding protein) [7],

ENZYMATYCZNE MECHANIZMY OBRONNE

Do enzymdw zaangazowanych w mechanizmy usuwania
RFT zaliczamy: dysmutazy ponadtlenkowe (SOD), peroksy-
daze askorbinianowg (APX), peroksydaze glutationowg (GPX)
oraz katalaze (CAT) (Tabela 1). Dysmutazy stanowig pierwszg
linie obrony przed RFT, katalizuja reakcje dysmutacji O /' do
H2Ov Wytworzony w wyniku reakcji katalizowanej przez
SOD HD 2jest z kolei usuwany przez APX, GPX oraz CAT.
Katalazy (CAT) sg gtéwnymi enzymami antyoksydacyjnymi
i nieodzownym sktadnikiem catego systemu przeciwutlenia-
jacego [1] (Ryc. 2). Reakcja katalizowana przez CAT polega na
bezposrednim rozktadzie HD 2do HD i0 2

Reakcje przeprowadzane z udziatem APX oraz GPX sg
bardziej skomplikowane i wymagajg sprawnego systemu
regeneracji Asc oraz GSH [9], Wytworzony w chloropla-
stach HD 2jest usuwany przez peroksydaze askorbiniano-
wg (APX), z ktérg wspoétdziatajg reduktaza dehydroaskorbi-
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Tabela 1. Rodzaje enzyméw antyoksydacyjnych ireakcje przez nie katalizowane

| Enzym Numer EC  Katalizowana reakcja
dysmutaza ponadtlenkowa 11511
katalaza 1.11.16 2HD 2— O, + 2HD
peroksydaza glutationowa 1.11.1.12
peroksydaza askorhinianowa 111.1.11 Asc + HD 2— DHA +2HD

reduktaza monodehydroaskorbinianowa 1.6.5.4
reduktaza dehydroaskorbinianowa 1851
reduktaza glutationowa 1.6.4.2

nianiowa regenerujaca Asc kosztem utlenienia GSH, a tak-
ze reduktaza glutationowa przeprowadzajgca regeneracje
GSH kosztem NADPH [1,4]. Cykl sprzezonych reakcji kata-
lizowanych przez te enzymy nosi nazwe cyklu Halliwella-
Asady [15,26], Lokalizacja APX oraz innych enzymoéw anty-
oksydacyjnych wskazuje, ze chloroplasty redukujg H2 2z
udziatem APX wykorzystujgc elektrony pochodzace z roz-
ktadu wody w obrebie PSU [14]; inna nazwa dla cyklu tych
reakcji to cykl woda-woda [15,25,26],

UDZIAL RFT W PRZEKAZYWANIU SYGNALOW

Poczatkowo RFT traktowane byty tylko jako toksyczne,
uboczne produkty tlenowego metabolizmu, ktére dzieki obec-
nosci antyutleniaczy i enzymoéw antyutleniajacych sa skutecz-
nie usuwane z komorki. Dzieki badaniom ostatnich lat udato
sie odkry¢ nowag, niezmiernie wazng funkcje RFT — udziat
w przekazywaniu sygnatdéw w komdrce roslinnej, co z kolei
przektada sie na kontrole tak istotnych procesow jak: wzrost,
rozwoj, cykl komérkowy, ruchy aparatéw szparkowych, od-
powiedz na stres biotyczny i abiotyczny oraz programowana
$mier¢ komarki (PCD, ang. programmed celi deatli) [1,46,47]. Ta
dualistyczna funkcja RFT mozliwa jest dzieki istnieniu réow-
nowagi pomiedzy ich produkcjg a zmiataniem. W kontrole
nad utrzymaniem takiej sytuacji zaangazowana jest ogromna
liczba genéw, okreslanych jako ,,sie¢ genéw zaangazowanych
w kontrole RFT" (z ang. ROS gene network) [48], Przyktado-
wo, w Arabidopsis thaliana w regulacje produkcji/wygaszania
RFT zaangazowanych jest ponad 150 genow [49], W utrzyma-
niu komérkowej homeostazy RFT oprdcz biatek i enzymoéw,
niezmiernie wazna role petnig réwniez niskoczasteczkowe

02 +02 +2H+—2HD 2+02

2GSH + R-O0OH -4 GSSG + R-OH + 2HD

NADH + 2MDHA -» NAD++ 2Asc
2GSH + DHA -» GSSG + Asc
NADPH + GSSG — NADP++ 2GSH

przeciwutleniacze jak np. askor-
binian, glutation czy tokoferol.
Antyutleniacze te zachowujg sie
jak bufory stanu redoks komaér-
ki i moga wptywac na ekspresje
gendéw zwigzanych ze stresem
biotycznym iabiotycznym [46].

Potwierdzeniem udziatu
RFT w regulacji takich proce-
sOw jak: wzrost, rozwoj, ruchy

CYTOSOL
APX, CuZnSOD,
GR, MDAR, DHAR,
Asc, tokoferol, glutation

WAKUOLA
askorbinian, glutation,

peroksydaza

Rycina 3. Lokalizacja antyoksydantéw w komérce roélinnej. SOD —dysmutaza
ponadtlenkowa; CAT — katalaza; APX — peroksydaza askorbinianowa; Asc —
askorbinian; MDHA —monodehydroaskorbinian; MDHAR —reduktaza mono-
dehydroaskorbinianowa; DHAR —reduktaza dehydroaskorbinianowa; GR- re-
duktaza glutationowa.
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aparatow szparkowych, odpo-
wiedz na stres biotyczny i abio-
tyczny sg wyniki eksperymentéw przeprowadzonych z uzy-
ciem mutantéw pozbawionych katalazy (CAT) 1i 2, peroksy-
dazy askorbinianowej 1 (APX1), tylakoidowej peroksydazy
askorbinianowej APX (tAPX), alternatywnej oksydazy mito-
chondrialnej (AOX), CuZn-dysmutazy ponadtlenowej (CuZn-
SOD) oraz oksydaz NADPH [50-54], Z kolei doSwiadczenia z
uzyciem mikromacierzy przeprowadzone na mutantach po-
zbawionych enzymoéw antyoksydacyjnych wykazaty, ze 10 2
0 2, HD ,zaangazowane sg w regulacje ekspresji wielu genéw
[52,55-57], Co wigecej, identyfikacja roslinnego homologu oksy-
daz NADPH zwigzanych z wybuchem tlenowym (Rboh, ang.
respiratory burst NADPH oxidases) wykazata, ze komorki roslin-
ne sag w stanie inicjowac lub wzmacnia¢ wytwarzanie RFT na
potrzeby przekazywania sygnatow [47],

Swoja role w przekazywaniu sygnatéw w komérce roslin-
nej RFT moga petni¢ poprzez: i) receptory biatkowe (jak do-
tad niezidentyfikowane); ii) redoks-wrazliwe czynniki trans-
krypcyjne, jak np. czynniki transkrypcyjne szoku cieplnego
(HSPs) oraz iii) bezposrednie hamowanie fosfataz przez RFT
[48], W tym ostatnim przypadku przekazywanie sygnatow,
w ktérym posredniczg RFT odbywa sie z udziatem heterotri-
merycznego biatka G, fosforylacji biatek regulowanych przez
specyficzne kinazy MAP oraz biatkowe fosfatazy tyrozyno-
we [46]. Podstawy biochemiczne i strukturalne aktywacji Ki-
naz przez RFT sg nadal w sferze badan, jednakze wydaje sie,
ze kluczowa role petni tu utlenianie grup holowych [58].

Czynniki transkrypcyjne szoku cieplnego (HSP) kodowa-
ne sg w roslinach przez liczng rodzine genéw. W Arabidop-
sis thaliana jak dotgd stwierdzono 21 genéw HSP, aw ryzu i
soi nawet wiecej [59]. HSP sg nie tylko aktywowane w czasie
stresu cieplnego, ale takze w odpowiedzi na wiele innych ro-
dzajow stresow abiotycznych oraz biotycznych. Szacuje sie,
ze r6zne HSP sg aktywowane w odpowiedzi na rézne rodza-
je warunkéw stresowych [1,59]. Wykazano, ze kilka HSP jest
zaangazowanych w aktywacje sieci genéw zaangazowanych
w kontrole RFT w czasie warunkow stresowych. Na przy-
ktad nadekspresja HSPAIb w roslinach powoduje zwiek-
szenie poziomu APX w czasie stresu cieplnego [60], Ponadto
HSPA2, HSPA4a, HSPAS, ktére sg zdolne do aktywacji ge-
néw, moga takze odgrywac role czujnikéw H,CT [61].

Pomimo, ze bardzo trudno jest testowac¢ biologiczng ak-
tywnos$¢ kazdej z RFT z osobna, istniejg dane sugerujace, ze
kazda z nich moze mie¢ inny udziat w przekazywaniu sy-
gnatéw w ro$linach [27], Na poziomie transkrypcyjnym geny
aktywowane przez 'O, u mutanta kontrolowanej fluorescencji
fiu Arabidopsis thaliana poddanego cyklom ciemnos$é/Swiatto,
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réznig sie od gendw, ktére aktywowane sg w warunkach na-
gromadzenia O,*'i LEO, [27,62], Wyniki te wyraznie wskazuja,
ze odpowiedz rosliny na stres, w ktérej posrednikiem jest K)2
jest rézna od tej, w ktorej uczestniczy O,"'oraz HD 2[62], W
komorkach Chlamydomonas reinhardtii hodowanych w warun-
kach stresu $wietlnego, kiedy produkcja 0 2przewyzsza moz-
liwosci jego wygaszania, dyfunduje on na zewnatrz chloro-
plastow i aktywuje mechanizm sygnatowy poprzez indukcje
syntezy peroksydazy glutationowej kodowanej w jadrze [63].
Zaproponowana ostatnio teoria zaktada, ze sygnat stresowy
z chloroplastow moze by¢ przekazywany do jadra poprzez
wspdlne dziatanie dwoch biatek: EXECUTER1 (odpowiedzial-
nego za percepcje D 2w chloroplastach) oraz EXECUTER2
(kontrolujacego aktywnos¢ EXECUTERL) [64,65],

Smier¢ komérki jest nieodzownym zjawiskiem w cyklu
zyciowym roélin. Proces ten jest realizowany na dwa sposo-
by: poprzez tzw. programowang $mier¢ komérki (PCD) oraz
nekroze. PCD, w przeciwieristwie do nekrozy, jest kontrolo-
wana na poziomie genetycznym [2,66]. Pierwszy bezposredni
dow6d na udziat RFT w indukowaniu $mierci komorek roslin-
nych poprzez inicjacje szlaku przekazywania sygnatow, przy-
niosty eksperymenty z wykorzystaniem kultur komorkowych
soi [2], Nadtlenek wodoru w stezeniu 5 mM zapoczatkowywat
proces $mierci komaérkowej [2], Gen LSD1 (ang. lesion-stimula-
ting disease) jest jednym z gtdwnych gendw regulujgcych pro-
ces PCD. U Arabidopsis thaliana ze zmutowanym tym genem
(mutant Isdl) to O,™, a nie HD 2indukuje kaskade reakcji pro-
wadzacych do PCD [67], co $wiadczy, ze obie te formy maja
udziat w programowanej $mierci komarki.

Prace ostatnich lat wykazaty réwniez inne, nowe funk-
cje RFT. Okazato sie, ze RFT pos$redniczg w indukowa-
nym kwasem abscysynowym (ABA) zamykaniu aparatow
szparkowych. ABA jest fitohormonem, ktory akumuluje sie
w komdrkach w odpowiedzi na stres wodny. U Arabidop-
sis thaliana w komorkach szparkowych, w przekazywanie
sygnatéw zalezne od ABA zaangazowany jest H,Or Aku-
mulacja RFT stymulowana przez ABA prowadzi do zamy-
kania aparatéw szparkowych poprzez aktywacje kanatow
wapniowych w btonie komorkowej [68].

Oprocz udziatlu w zamykaniu aparatéw szparkowych,
RFT partycypuja takze w przekazywaniu sygnatow zalez-
nym od auksyn i grawitropizmie korzeni u kukurydzy [69],
Okazato sie rowniez, ze rosliny pasozytnicze wykorzystujg
RFT do rozpoznawania ro$liny —gospodarza [70], Ponadto
wykazano, ze 0 2" produkowany przez oksydaze NADPH
bierze udziat w regulacji wydtuzania sie korzeni [58], Ko-
rzenie mutanta RHD2 Arabidopsis thaliana (z ang. root hair
defective2) pozbawione biatka AtrbohC (RDH2) niezbedne-
go w procesie wydtuzania sie korzeni, wykazujg zwiekszo-
ny poziom RFT o 20% oraz znaczne zmniejszenie ich dtu-
gosci w poréwnaniu z typem dzikim [71]. Wiele wskazuje
rowniez na udziat RFT produkowanych przez oksydaze
NADPH, w kontroli wzrostu innych organéw. Pokazano,
ze odpowiednie stezenie RFT (gtownie HD 2 w strefie elon-
gacyjnej lisci kukurydzy (Zea mays) jest warunkiem koniecz-
nym ich powiekszania sie. Zahamowanie produkcji RFT z
uzyciem difenylenojodoniny (inhibitora enzyméw zawiera-
jacych flawiny, w tym oksydazy NADPH) hamowato takze
w znacznym stopniu ich wzrost [72]. Co wiecej, transge-
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niczne rosliny z antysensownym konstruktem dla oksydazy
NADPH nie tylko wykazywaly jej obnizong aktywnos$¢ oraz
niski poziom RFT, ale takze posiadaty wiele morfologicz-
nych defektéw, jak np. ograniczony wzrost wierzchotko-
wy prowadzacy do rozgateziania sie, zmiany ksztattu lisci
i zwijania sie blaszek lisciowych [73], Dane te sugeruja, ze
RFT wptywaja nie tylko na wzrost komorek, ale takze wie-
le innych proceséw, cho¢ mechanizm ich dziatania w wielu
przypadkach pozostaje nadal tajemnicg [58],

UDZIAL RFT W ODPOWIEDZI ROSLINY
NA ATAK PATOGENOW

RFT odgrywajg znaczacg role w indukowaniu mecha-
nizméw obronnych w warunkach stresu biotycznego oraz
abiotycznego [2] (patrz rozdziat: Mechanizmy obronne). Naj-
lepiej znanym przyktadem jest udziat RFT w odpowiedzi
rosliny na atak patogendw. Podczas infekcji, btonowa oksy-
daza NADPH jest aktywowana i wytwarza anionorodniki
ponadtlenkowe, ktére poprzez spontaniczng reakcje dys-
mutacji lub katalizowang przez SOD tworzg HD 2 Udziat
H2Z ,w ochronie rosliny podczas ataku patogenéw odbywa
sie na trzy sposoby: i) wysoki poziom HZ 2jest toksyczny
zarowno dla patogenu jak i komérek roslinnych —zabijane
sq komorki zaatakowane oraz otaczajgce miejsce infekcji w
celu zahamowania rozprzestrzeniania sie patogenu [74]; ii)
HD 2moze stuzy¢ jako substrat dla krzyzowych reakcji pre-
kursorow ligninowych, przez co wzmocnieniu ulega $ciana
komdrkowa i w ten sposéb spowalnia rozprzestrzenianie
sie¢ patogenu i utrudnia ponowna infekcje; iii) poniewaz
H2 2jest dos¢ stabilng czasteczkg i tatwo dyfunduje przez
btony (w przeciwienstwie do O,*"), jest odpowiednim czyn-
nikiem dla petnienia roli czasteczki sygnatowej w czasie od-
powiedzi rosliny na stres (w tym przypadku ataku mikro-
organizmu) i uruchomienia kaskady reakcji obronnych [2],

Nie tylko H2 2bierze udziat w reakcjach rosliny na atak
patogendéw. W komérkach rodlinnych w interakcje roslina-
patogen zaangazowany jest takze I0r Odpowiedzig rosliny
na atak patogenu jest produkcja fitoaleksyn, jak na przykitad
chromoforéw fenalenonowych, ktdre sg fotosensybilizatora-
mi wykorzystujagcymi '0 2do produkcji fototoksyn, niszczg-
cych patogeny [75]. Niektére gatunki roslin stale produkujg
rézne rodzaje metabolitéw wtérnych majacych wasciwosci
fotosensybilizujgce. Dzieki temu wytwarzajg D 2stuzacy do
zwiekszenia skutecznosci ich obrony antybakteryjnej. Przy-
ktadem tego rodzaju fototoksyn sg: psolaren (produkowany
przez gatunki z rodziny Apiaceae) oraz hiperycyna (wyste-
pujaca u dziurawca (Hypericum sp.)) [75],

PODSUMOWANIE

Produkcja iwygaszanie RFT w roslinach znajduje sie pod
Scistg kontrola. W normalnych warunkach obecno$¢ tych
reaktywnych form tlenowych nie prowadzi do znaczacych
uszkodzen, gdyz w komorkach roslinnych istnieje spraw-
ny system ich neutralizacji. Do groznych sytuacji docho-
dzi wowczas, gdy wytwarzanie RFT znacznie przewyzsza
mozliwosci ich usuwania. Dlatego niezwykle wazne jest,
aby ro$lina stale utrzymywata te ré6wnowage. Odkrycia
ostatnich dekad zmienity nieco poglad na temat RFT. Oka-
zuje sie, ze oprocz niszczycielskiej dziatalno$ci majg one
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takze dobroczynne dziatanie, ktore przejawia sie udziatem
w kaskadowych reakcjach przekazywania sygnatéw czy re-
akcjach obronnych w czasie ataku patogen6w. Cho¢ obecnie
posiadamy rozlegtg wiedze na temat RFT, to z pewnoscig
wiele aspektéw dotyczacych tego tematu czeka na odkrycie.
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deactivation and role in signal transduction
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ABSTRACT

Reactive oxygen species (RFT) are continuously produced in plants as byproducts of many metabolic reactions, connected with photosynthesis,
photorespiration and cellular respiration. RFT species are highly toxic and rapidly detoxified by various cellular enzymatic and nonenzymatic me-
chanisms. Oxidative stress occurs when there is a serious imbalance between the production of RFT and antioxidative defense. RFT cause cellular
damage by oxidizing biocompounds such as: membrane lipids, proteins and DNA. RFT participate in signal transduction by initialization a chain
reaction in response to stress conditions or influence gene expression. An overview of the latest literature is presented in terms of RFT production,

antioxidant free radical scavenging and redox signaling in plant cells.
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Stres oksydacyjny wywotany dziataniem
metali ciezkich na rosliny

STRESZCZENIE

tres oksydacyjny jest jedym z przejawdéw toksycznego dziatania metali ciezkich na ro-
Séliny. W obecnosci jonéw metali wzrasta w komaérkach poziom reaktywnych form tle-
nu takich jak: anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy czy nadtlenek wodoru.
Czasteczki te moga wchodzi¢ w reakcje ze zwigzkami budujacymi struktury komorkowe i
w konsekwencji zaburza¢ przebieg proceséw metabolicznych i ogranicza¢ zywotnos$¢ ko-
morek. Metale ciezkie nalezg do czynnikéw przyczyniajacych sie do wzrostu peroksydacji
lipidéw, modyfikacji biatek i uszkodzen DNA. W toku ewolucji rosliny wyksztatcity en-
zymatyczne i nieenzymatyczne mechanizmy obronne pozwalajgce na obnizenie zawartosci
reaktywnych form tlenu (RFT) w komérkach. W reakcji roélin na metale wzrasta aktywno$¢
enzymow antyoksydacyjnych (m.in. dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, peroksydazy
askorbinianowej) oraz poziom niskoczasteczkowych antyoksydantéw (tokoferolu, glutatio-
nu i askorbinianu). Pomimo tego, ze zmniejszenie ilosci reaktywnych form tlenu jest ko-
nieczne dla ograniczenia toksycznych efektow dziatania metali ciezkich, czasteczki te nie
moga by¢ catkowicie eliminowane z komérek. Rosliny wykorzystujg bowiem reaktywne
formy tlenu jako wtérne przekazniki sygnatéw w réznorodnych procesach fizjologicznych.

WPROWADZENIE

Metale ciezkie, ktérych zawarto$¢ w glebie zwieksza sie w duzym stopniu na
skutek dziatania czynnikéw antropogenicznych, stanowig obecnie jedno z zanie-
czyszczen Srodowiska, ktore najsilniej ogranicza wzrost i plonowanie roslin [1],
Wsrod gtownych przyczyn toksycznosci metali wymienia sie: (i) ich zdolno$¢ do
bezposredniej reakcji z biatkami (zwigzang z powinowactwem metali do grup
tiolowych, histydylowych i karboksylowych) prowadzgcg do przytgczania jo-
now metali do elementow strukturalnych komaérek, miejsc katalitycznych enzy-
mow oraz biatek uczestniczacych w transporcie komorkowym; (ii) zastepowa-
nie przez metale pierwiastkow niezbednych dla metabolizmu np. wapnia przez
kadm w centrum reakcji fotosystemu Il, co prowadzi do zahamowania procesu
fotosyntezy; (iii) udziat metali w zwiekszaniu produkcji reaktywnych form tle-
nu oraz modyfikowaniu aktywnosci systemu antyoksydacyjnego [1-7]. W niniej-
szej pracy podjeto prébe omowienia najnowszych wynikéw badan dotyczacych
reakcji roslin na stres oksydacyjny wywotany dziataniem jonéw metali ciezkich.

METALE CIEZKIE

Terminem metale ciezkie okreslamy te pierwiastki, ktérych gestos¢ jest wiek-
sza od umownie przyjetej granicy 5 g cm"3 a liczbha atomowa przekracza 20.
Wsrod 90 pierwiastkow wystepujacych naturalnie w przyrodzie do metali ciez-
kich zaliczamy 53, ale tylko nieliczne z nich majg znaczenie biologiczne [3]. Ze
wzgledu na wystepowanie w formie jonowej w warunkach fizjologicznych, 17
spos$rod metali ciezkich moze by¢ pobierane przez zywe komoérki, a przez to
wptywaé na metabolizm organizmoéw oraz funkcjonowanie ekosysteméw. W
grupie tej znajdujg sie metale zaliczane do mikroelementéw takie jak: Fe, Mo,
Mn Zn, Ni, Cu, V, Co, W i Cr. Zaréwno ich nadmiar, jak i niedob6or moze by¢
szkodliwy dla wzrostu i rozwoju organizmu. Inne np. Hg, Ag, Sh, Cd, Pb U oraz
metaloid (p6tmetal) As, nie petnig funkcji jako substancje mineralne i wydajg
sie by¢ w mniejszym lub wiekszym stopniu toksyczne dla ro$lin i mikroorgani-
zmow [3],

MECHANIZM TWORZENIA REAKTYWNYCH FORM TLENU W
KOMORKACH ROSLINNYCH W OBECNOSCI JONOW METALI CIEZKICH

Do reaktywnych form tlenu nalezg produkty jedno- (anionorodnik ponad-
tlenkowy O,*-), dwu- (nadtlenek wodoru H2 2 i tréjelektronowej (rodnik hy-
droksylowy HO*) redukcji czgsteczki tlenu oraz tlen singletowy [8,9], Do grupy
RFT, obok wymienionych czasteczek, ktére sg gtdwng przyczyne toksycznosci
tlenu dla organizméw zywych, nalezg m. in. ozon (0 3 lub wolne rodniki sub-
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stancji organicznych. Wéréd RFT wyrdznia sie wolne rodni-
ki, ktore z definicji sg atomami (lub czgsteczkami) zdolnymi
do samodzielnego istnienia, majagcymi jeden lub wiecej nie-
sparowanych elektrondw np. Oz»-, HO#, NO* czy rodniki
organiczne. Pojeciem stresu oksydacyjnego okresla sie za-
burzenia homeostazy prowadzace do zwiekszania stacjo-
narnych stezen reaktywnych form tlenu [8,9].

Tworzenie RFT w komdrkach roslinnych pod wptywen
jonéw metali ciezkich przedstawiono na rycinie 1. Metale
nalezace do pierwiastkow przejSciowych, takie jak Fe lub
Cu, moga uczestniczy¢ w tworzeniu reaktywnych form
tlenu w reakcjach utleniania i redukcji zgodnie ze wzorem
Cu+>Cu2++ e'oraz Fe2+<>Fe3++ e- [7-9], Biorg one udziat
w tworzeniu HO» z H® 2w reakcji Fentona (mogg katali-
zowac reakcje Habera-Weissa) oraz inicjujg niespecyficzng
peroksydacje lipidow [7]. Wykazano, ze wzrost siewek soi
(Glycine max) w obecnos$ci podwyzszonego stezenia Fe pro-
wadzi do zwiekszenia poziomu O,»- i HO» w korzeniach
tych roslin [10]. Poziom reaktywnych form tlenu takich
jak: HO», O,»- oraz HD 9zwiekszat sie istotnie w lisciach
rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) eksponowanych na Cu
[11,12]. Szybkie tworzenie 0 2»- (w ciggu 1-6 godz.) miato
miejsce w korzeniach pszenicy (Triticum durum) traktowa-
nych Cu [13], Wzrost zawarto$ci Oz»-i H,02pod wptywem
Cu odnotowano réwniez w lisciach Withania somnifera ho-
dowanych w warunkach in vitro [14].

Obecnos¢ RFT w komoérkach moze prowadzi¢ do oksy-
dacyjnego uszkodzenia enzymow szlaku antyoksydacyj-
nego. Przyktadami moga tu by¢ katalaza, ktérej aktywnos¢
jest hamowana bezposrednio przez O,»- [15] lub Mn-SOD
ktéra jest inaktywowana przez nadtlenoazotyn [16]. Zmia-
ny zachodzace w strukturze tych enzymoéw moga wtoérnie

Apoplast
.

prowadzi¢ do zwiekszenia puli HD 9i 0 2»- w komérkach
roslin traktowanych Fe lub Cu [3],

Pojawienie sie reaktywnych form tlenu oraz uszkodzen
wywotywanych przez ich obecnos¢ byto obserwowane réw-
niez w roslinach poddanych dziataniu metali nie biorgcych
bezposrednio udziatu w reakcjach Habera-Weissa i Fento-
na takich jak Cd i Pb [1-7]. W przypadku tej grupy metali
istnieje kilka mechanizméw indukcji stresu oksydacyjnego.

Tworzenie reaktywnych form tlenu moze zachodzi¢ za
posrednictwem metali o silnych witasciwosciach utlenia-
jacych. W doswiadczeniach na izolowanych lisciach ryzu
@Oryza sativa) wykazano, ze stres oksydacyjny spowodowa-
ny dziataniem jondw Cd moze by¢ ograniczany przez poda-
nie chelatoréw wigzgcych jony Fe i Cu [17].

Wzrost poziomu RFT w tkankach fotosyntetyzujacych [4]
moze by¢ wynikiem zmian w strukturze chloroplastow pro-
wadzgcych m. in. do inaktywacji centrum reakcji fotosyste-
mu Il (Cd) [18], przerwania transportu elektronéw (Zn) [19]
lub hamowania fotolizy wody i wydzielania tlenu w wyni-
ku substytucji Mn przez Zn [20].

Waznym zrodtem tworzenia RFT jest mitochondrialny
tancuch transportu elektronéw. Badania prowadzone na
mitochondriach izolowanych z korzeni grochu (Pisum sati-
vum L.) traktowanego jonami Crétwykazaty zahamowanie
transportu elektronéw, ktéremu towarzyszyto zwiekszenie
puli O,»- [21]. Jony Cr zaburzaly przeptyw elektronéw na
tlen zarowno z NADH, jak i bursztynianu. Wzrost poziomu
O,»- oraz H®D 9pod wptywem Cr obserwowano réwniez
w korzeniach ryzu [22]. Badania wykonane na korzeniach
grochu (Pisum sativum) traktowanych Pb wskazuja, ze w
przypadku tego metalu
mitochondria i peroksy-
somy sg gtdwnym miej-

Cytosol .

/Chloroplasl

Mitochondrium \

scem tworzenia dodat-

kowych ilosci HD 2 [23],
. Zwigkszenie ilosci H,02
w siewkach tubinu (Lupi-
nus luteus) widoczne byto
5 zarobwno w korzeniach
traktowanych Pb jak i

ZABURZENIA ROWNOWAGI . A
i v . organach nadziemnych,
. SELAKPRZEKAZYWANIA 7 oddalonych od miej-
M H20; SYGNALOW ZALEZNY OD RFT .
i | e sca podawania metalu
1 .9. MAPKKK [24], We wczesniejszych
. doswiadczeniach z wy-
MAPKK - .
| korzystaniem techniki
" e * : 5 Pty | e MAPK elektronowego rezonan-
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Rycina 1. Tworzenie reaktywnych form tlenu (RFT) w komérkach roélinnych pod wptywen jonéw metali ciezkich (HM ang. heavy
metals). RFT w obecnoéci jonéw metali powstajg bezposrednio na drodze reakcji oksydoredukcyjnych oraz posrednio, poprzez
zmiany w przebiegu proceséw metabolicznych. Istotne znaczenie w procesach generownia RFT odgrywa btonowa oksydaza
NADPH. Nadmiar reaktywnych form tlenu prowadzi do zachwiania réwnowagi oksydoredukcyjnej oraz uruchomienia szlaku
przekazywania sygnatéw (takich jak szlaki MAPK). Czerwone kropki na rycinie symbolizuja rozmieszczenie metali ciezkich w

protoplascie i apoplascie (wg [7] —zmienione].
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reakcji na otdw mogg by¢
mitochondria [26].
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Istotne znaczenie w procesach generownia RFT odgry-
wa btonowa oksydaza NADPH. Wyniki badan z zastoso-
waniem specyficznych inhibitorow sugeruja, ze enzym ten
uczestniczy w tworzeniu 0 2*- oraz HD 7w roslinach gro-
chu (Pisum sativu) eksponowanych na Cd [27], Analizy we-
wnatrzkomorkowej lokalizacji RFT w liSciach wskazuja, ze
miejscem akumulacji HD 2byt rejon btony cytoplazmatycz-
nej komorek transferowych, mezofilu oraz epidermy, nato-
miast Q, «-wykrywany byt w rejonie btony cytoplazmatycz-
nej komarek mezofilu [27], Oksydaza NADPH bierze udziat
w tworzeniu O,*- w korzeniach: pszenicy (Triticum durum
D) traktowanej Ni [28], grochu (Pisum sativum) poddanego
dziataniu Cd [29] oraz fasoli (Viciafaba) eksponowanej na Pb
[30]. Réwniez $mier¢ komorek zawiesiny tytoniu (Nicotia-
na tabacum BY-2), indukowana przez jony Cd, poprzedzona
byta akumulacjg HD 2powstajgcego z udziatem oksydazy
NADPH [31]. Nastepstwem akumulacji HD 2u tytoniu trak-
towanego Cd byt wzrost ilosci 0 7#- w mitochondriach oraz
wzmozenie peroksydacji lipidow btonowych [31]. Aktyw-
nos¢ tego enzymu w obecnosci Cd [29,32] i Pb [30] regulo-
wana byta za posrednictwem jonéw wapnia oraz specyficz-
nych kinaz biatkowych.

USZKODZENIA OKSYDACYJNE W
KOMORKACH ROSLINNYCH WYWOLANE
DZIALANIEM JONOW METALI CIEZKICH

LIPIDY

Peroksydacja lipidow to wolnorodnikowy proces utle-
niania nienasyconych kwasdw ttuszczowych lub innych li-
pidéw, w ktorym powstajg nadtlenki tych zwigzkéw [8,9],
Ten wieloetapowy proces konczy sie powstaniem kilku-kil-
kunastoweglowych fragmentow, wsrod ktérych dialdehyd
malonowy (MDA) jest najczesciej wykorzystywany jako
wskaznik uszkodzen lipiddw w uktadach biologicznych.
Istnieje szereg danych literaturowych Swiadczacych o tym,
ze nadmiar metali prowadzi do powstania uszkodzen oksy-
dacyjnych lipidéw [3,14,33-39).

Inicjacja peroksydacji lipidow moze zachodzi¢ na drodze
bezposredniej reakcji wielonienasyconego kwasu ttuszczo-
wego np. zHO « lub H 02 [8,9]. Moze ona by¢ réwniez kata-
lizowana przez enzym lipoksygenaze (LOX, E.C. 1.13.11.12)
uczestniczagcg we whudowywaniu czgsteczki tlenu w okre-
§lona pozycje czasteczki kwasu ttuszczowego, w wyni-
ku czego powstaja nadtlenki kwaséw ttuszczowych [8,9].
Wzrost aktywnos$ci LOX np. u rzodkiewnika (Arabidopsis
thaliana) w rekacji na Cd i Cu [40,41], tubinu (Lupinus luteus)
pod wptywem Pb [42] lub Withania somnifera w odpowiedzi
na Cu [14] sugeruje, ze peroksydacja lipidéw pod wptywem
metali moze by¢ indukowana przez ten enzym. Wewnatrz-
komdrkowa lokalizacja LOX w lisciach rzodkiewnika (Ara-
bidopsis thaliana) traktowanych Cu wskazuje na obecnos$¢
tego enzymu w cytoplazmie i chloroplastach [43],

BIALKA
Reakcje RFT z biatkami prowadzg do modyfikacji reszt
aminokwasowych, modyfikacji grup prostetycznych oraz

agregacji lub fragmentacji czasteczek biatkowych [8,9], Naj-
czesciej stosowanym parametrem do okreslania oksydacyj-
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nych uszkodzen biatek jest zawarto$¢ grup karbonylowych.
Zdecydowana wiekszo$¢ badan dotyczacych wzrostu za-
wartosci grup karbonylowych w reakcji na metale odnosi
sie do jonéw Cd. Uszkodzenia biatek widoczne sg zaréwno
w korzeniach traktowanych Cd [36,44,45], jak i todygach
oraz lisciach czyli organach oddalonych od miejsca poda-
wania metalu [36,46,47], a takze zawiesinach komdrkowych
hodowanych w warunkach in vitro [48].

KWASY NUKLEINOWE

W wyniku reakcji RFT z kwasami nukleinowym docho-
dzi do uszkodzenia zasad azotowych, reszt cukrowcowych
lub rozerwania wigzan fosfodiestrowych tgczacych nukle-
otydy czyli powstawania peknie¢ nici kwaséw nukleino-
wych [8,9]. Jednym z produktéw utleniania zasad pury-
nowych jest 8-hydroksy-2'-deoksyguanozyna (8-OH-dG),
najczesciej wykorzystywana jako wskaznik uszkodzen
DNA przez RFT. Istotny wzrost uszkodzenia DNA obser-
wowany byt w pedach topoli biatej (Populus alba), trakto-
wanych Cu w warunkach in vitro [49], Poziom 8-hydrok-
sy-2'-deoksyguanozyny (8-OH-dG) zwiekszat sie 20-krotnie
w poréwnaniu z ro$linami kontrolnymi. Analize poziomu
uszkodzen DNA prowadzono réwniez u ro$lin transgenicz-
nych tego gatunku, z dodatkowym genem kodujgcym biat-
ka podobne do metalotionein. W obecnosci Cu zawarto$é
8-OH-dG malata nawet 8-krotnie w poréwnaniu do roslin
nietransformowanych [49]. Niewykluczone, ze RFT stano-
wig rowniez przyczyne uszkodzen DNA wykrytag metoda
kometkowa w komdrkach zawiesiny soi (Glycine max) eks-
ponowanych na Cd [50] oraz korzeniach siewek tubinu (Lu-
pinus luteus) traktowanych Pb [51].

Kwestig otwarta pozostaje okreSlenie czy uszkodzenia
powstajgce na skutek dziatania reaktywnych form tlenu
majg charakter pierwotny czy wtérny, co pozwolitoby na
odréznienie molekularnych mechanizmoéw zwigzanych z
obrong i tolerancjg na metale od tych, ktére stanowig wtdr-
ng i niespecyficzng reakcje na stres.

ANTYOKSYDACYJINE MECHANIZMY
OBRONNE W KOMORKACH ROSLINNYCH
TRAKTOWANYCH JONAMI METALI CIEZKICH

W toku ewolucji ro$liny wyksztatcity szereg enzyma-
tycznych i nieenzymatycznych mechanizméw obronnych
majacych za zadanie utrzymaé RFT na poziomie niskim,
nieszkodliwym dla komorek [52-57], System obrony anty-
oksydacyjnej u roslin poddanych dziataniu jonéw metali
ciezkich przedstawiono na Ryc. 2.

MECHANIZMY ENZYMATYCZNE

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, E.C. 1.15.1.1) jest
enzymem wystepujagcym w cytosolu, chloroplastach i mi-
tochondriach. Ze wzgledu na rodzaj metalu obecnego w
centrum aktywnym mozemy wyrézni¢ trzy klasy SOD:
miedziowo-cynkowg (Cu,Zn-SOD), manganowg (Mn-
SOD) oraz zelazowg (Fe-SOD). Enzym ten katalizuje re-
akcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (0 7*~),
ktéra prowadzi do powstania nadtlenku wodoru (H,02 i
tlenu czasteczkowego (07. Nadtlenek wodoru (HD 7 ule-
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Jak dotad nie jest wyjasnio-
ne, czy eliminacja RFT przez
enzymy antyoksydacyjne od-
bywa sie przez zwiekszenie
ekspresji genow kontrolujgcych
ich biosynteze oraz/lub wzrost
aktywnosci enzymoéw znajdu-
jacych sie juz na terenie komor-
ki [4], Akumulacji utlenionej
formy glutationu (GSSG) w li-
$ciach rzodkiewnika (Abidopsis
thaliana) towarzyszyto obnize-
nie poziomu mMRNA koduja-
cego reduktaze glutationowa,
natomiast aktywnos$¢ tego en-
zymu rosta proporcjonalnie do
zawarto$ci Cd w pozywece [59],
W przypadku soi (Glycine max)
wzrost aktywnosci Cu,Zn-SOD

2H,0

MONODEHYDRO-
ASKORBINIANU

NADPH —j L GSSG

nej dysmutacji do wody (HD

ga w peroksysomach dalszej enzymatycznej dysmutacji do
wody (HD) i tlenu (02 z udziatem katalazy (CAT, E.C.
1.11.1.6). Zwigzek ten jest rowniez substratem dla perok-
sydaz, ktdre redukujg go do wody, utleniajagc r6zne zwigz-
ki wystepujagce w komdrkach w formie zredukowanej. U
roslin szczeg6lna role peini peroksydaza askorbiniano-
wa (APX, E.C. 1.11.1.11), ktéra wystepuje w chloropla-
stach oraz cytoplazmie i wykorzystuje askorbinian jako
specyficzny dla niej donor elektronéw. Z enzymem tym
wspotdziatajg reduktazy: monodehydroaskorbinianowa
(MDHAR, E.C. 1.1.5.4) i dehydroaskorbinianowa (DHAR,
E.C. 1.8.5.1) regenerujgca askorbinian kosztem utleniania
glutationu oraz reduktaza glutationowa (GR, EC 1.6.4.2)
odtwarzajgca zredukowany glutation w reakcji utleniania
NADPH [8]. Aktywnosé enzymow antyoksydacyjnych
w ros$linach poddanych dziataniu jondw metali ciezkich
wzrasta, pozostaje niezmieniona lub obniza sie w zalezno-
§ci od gatunku rosliny, rodzaju zastosowanego jonu, jego
stezenia i czasu ekspozycji (zebrane w pracach przeglado-
wych [3,5] oraz Tabeli 1). Reakcje enzymatyczne, pomimo
istniejgcego zroznicowania, odzwierciedlajg zmiany w
statusie oksydoredukcyjnym komodrek roslin poddanych
dziataniu jonéw metali ciezkich [7,58].
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Rycina 2. System obrony antyoksydacyjnej u ro$lin poddanych dziataniu jonéw metali ciezkich (HM). Anionorodnik
ponadtlenkowy 0 2*- usuwany jest w reakcji katalizowanej przez dysmutaze ponadtlenkowg (SOD), ktéra prowadzi do
powstania nadtlenku wodoru (H2 2 i tlenu czasteczkowego (02. Powstajacy w reakcji HD 2ulega dalszej enzymatycz-
) itlenu (02 z udziatem katalazy (CAT) lub jest redukowany do wody przez peroksydaze
askorbinianowg (APX), ktéra wykorzystuje askorbinian jako drugi substrat w tej reakcji. Powstaty monodehydroaskor-
binian (MDHA) jest redukowany enzymatycznie do askorbinianu przy udziale reduktazy monodehydroaskorbinianowej
(MDHAR). MDHA moze ulega¢ réwniez spontanicznej dysmutacji do dehydroaskorbinianu (DHA), ktéry redukowa-
ny jest dalej do askorbinianu przez reduktaze dehydroaskorbinianowa (DHAR) kosztem utleniania glutationu (GSH).
Utleniona forma glutationu (GSSG) regenerowana jest przez reduktaze glutationowa (GR) w reakcji z NADPH. Cykl
askorbinianowo-glutationowy zaznaczono na rycinie z6ttym ttem. Tlen singletowy '0 2oraz HO* usuwane sg w reakcji z
niskoczgsteczkowymi antyoksydantami takimi jak: GSH, tokoferol czy karotenoidy (zmodyfikowane wg [106]).

NOWA .
skorelowany byt z poziomem

mRNA tego enzymu w korze-
niach siewek traktowanych Cd,
natomiast zaleznos$ci takiej nie
odnotowano u roslin tego ga-
tunku eksponowanych na Pb
[60]. Transgeniczne trawy (Fe-
stuca arundinacea) z nadekspre-
sja genéw chloroplastowych
kodujgcych Cu,Zn-SOD i APX
traktowane jonami Cu, Cd i As
charakteryzowaly sie wyzsza,
w stosunku do roslin kontro-
Inych, aktywnos$cig badanych
enzyméw antyoksydacyjnych
[61], U roslin tych stwierdzono
rowniez nizsza peroksydacje
lipidéw i zmniejszong degra-
dacje chlorofilu, co sugeruje, ze
podwyzszona ekspresja genow
Cu,Zn-SOD i APX przyczynia sie do ograniczenia poziomu
RFT w odpowiedzi na stres wywotany dziataniem metali
ciezkich.

NADPH

MECHANIZMY NIEENZYMATYCZNE HYDROFILOWE

Glutation (GSH) jest istotnym czynnikiem biorgcym
udziat w utrzymaniu rownowagi oksydoredukcyjnej w ko-
maorce, poniewaz jest niskoczasteczkowym antyoksydan-
tem, dziata jako forma transportowa zredukowanej siarki,
a ponadto uczestniczy w regulacji cyklu komérkowego
[8,55-57], Wysoki, konstytutywny poziom biosyntezy GSH
u réznych gatunkéw tobotkéw (Thlaspi) jest czynnikiem
warunkujagcym tolerancje na podwyzszone stezenie Ni [62],
Jednakze u innych roslin takich jak: Silene cucubalus [63] i
Pteris vittata [64], tolerancyjnych na Cu i As nie stwierdzono
wysokiego, konstytutywnego poziomu GSH, co $wiadczy
0 tym, ze znaczenie tego antyoksydanta jest zalezne od ga-
tunku.

Szybkie, zachodzace w ciggu 6 godz. tworzenie RFT, ktore-
mu towarzyszyto obnizenie zawartos$ci glutationu (GSH), od-
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Tabela 1. Zmiany aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych u réznych gatunkéw roslin wywotane dziataniem jonéw metali cigezkich

Nazwa enzymu

Dysmutaza
ponadtlenkowa

Katalaza

Peroksydaza

Peroksydaza
askorbinianowa

Reduktaza
monodehydro-
askorbinianowa
Reduktaza
dehydro-
askorbinianowa

Reduktaza
glutationowa

Metal

As

Co

Cr
Fe
Mn

pk
Zn

Cd

Co
Cu
Fe
Ni
Pb
Zn

As
Cd

Co
Cu

Pb
Zn

Cd

Co

Hg
Pb
Cd

Cu
Cd
Cu
Cd
Cu

Ni
Zn

Aktywnos$¢ enzymu
Zwiekszona

koniczyna (todyga) [78]

groch (liscie) [107], tubin (korzenie) [90],

soja (zawiesina) [48,108], rzodkiewnik

(liscie) [11], pszenica (korzenie, todyga) [37],
ogorek (siewki) [44], gorczyca (liscie) [74]

fasola (liscie) [79]

tyton (zawiesina) [33], rzodkiewnik (liscie) [12],
tubin (korzenie, liscie) [110]

tyton (zawiesina) [33]

kukurydza (korzenie, todyga) [38],

Cajanus cajan (korzenie, todyga) [73]

tubin (korzenie) [90], pszenica (korzenie,

todyga) [37], groch (korzenie) [67]

Cajanus cajan (korzenie, todyga) [73]

groch (korzenie, liscie) [107], ryz (korzenie, pedy)
[109], tubin (korzenie) [90], soja (zawiesina)
[108], stonecznik (liscie i kallus) [111], ogérek
(siewki) [44], gorczyca (liscie) [74],

rzesa wodna [70]

tyton (zawiesina) [33]

tubin (korzenie) [90], groch (korzenie) [67]

koniczyna (fodyga) [78]

jeczmien (korzenie) [112], ryz (korzenie, pedy)
[109], tubin (korzenie) [90], soja (zawiesina)
[108], stonecznik (liscie i kallus) [111], fasola
(liscie) [35], pszenica (todyga) [37]

rzesa wodna [70], rzodkiewnik (liscie)

[12], Withania somnifera (liscie) [14],

tubin (korzenie, liscie) [110]

Cajanus cajan (korzenie, todyga) [73],

kukurydza (korzenie, todyga) [38]

tubin (korzenie) [90]

Cajanus cajan (korzenie, todyga) [73]

groch (korzenie, liscie) [107], jeczmien (korzenie,
liscie) [112], fasola (liscie) [35], kukurydza
(korzenie, todyga) [36], rzodkiewnik (liscie) [11],
gorczyca (liscie) [74], pszenica (korzenie) [45]
fasola (liscie) [79]

fasola (liscie) [71], tyton (zawiesina)

[33], Withania somnifera (liscie) [14]

kukurydza (korzenie, todyga) [36]

groch (korzenie) [67]

rzodkiewnik (liscie) [11], pszenica (korzenie) [45]

fasola (liscie) [71], Withania somnifera (liscie) [14]
pszenica (korzenie) [45]
fasola (liscie) [71], Withania somnifera (liscie) [14]

groch (korzenie, liscie) [107], fasola (liscie) [35],
gorczyca (liscie) [74], pszenica (korzenie) [45]
fasola (liscie) [71]

Cajanus cajan (korzenie, todyga) [73]

Cajanus cajan (korzenie, todyga) [73]
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Zmniejszona

ryz (odciete liscie) [17], groch (korzenie) [107], groch (liscie) [46],
ryz (pedy) [109], tubin (korzenie) [90], soja (zawiesina) [48,108]

Withania somnifera (liscie) [14]

ryz (korzenie) [22]
tyton (zawiesina) [33]

tyton (zawiesina) [33]

groch (korzenie, liscie) [107], groch (liscie) [46], ryz
(korzenie, pedy) [109], soja (zawiesina) [108], stonecznik
(liscie i kallus) [111], rzodkiewnik (liscie) [11], pszenica
(korzenie, todyga) [37], ogdrek (siewki) [44],

fasola (liscie) [79]

rzodkiewnik (liscie) [12], Withania somnifera

(liscie) [14], tubin (korzenie, liscie) [110]

kukurydza (korzenie, todyga) [38], Cajanus

cajan (korzenie, todyga) [73]

pszenica (korzenie, todyga) [37]

Cajanus cajan (korzenie, todyga) [73],

pszenica (korzenie, liscie) [72]

groch (liscie) [46], tubin (korzenie) [90], rzodkiewnik (liscie)
[11], stonecznik (lidcie i kalus) [111], pszenica (korzenie) [37]

fasola (liscie) [79]

pszenica (korzenie, todyga) [37]
pszenica (korzenie, liscie) [72]

ryz (odciete liscie) [17], groch (korzenie, liscie) [107],
rzodkiewnik (liscie) [11], ogorek (siewki) [44]

rzesa wodna [70]

rzodkiewnik (liscie) [11]

ryz (odciete liscie) [17], rzodkiewnik (liscie) [11]

groch (korzenie, liscie) [107], rzodkiewnik (liscie) [11]

rzesa wodna [70], Withania somnifera (liscie) [14]
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notowano u sosny (Pinus sylvestfis) pod wptywem Cd [3,65].
U lucerny (Medicago sativa) traktowanej jonami Cd i Hg przez
6-24 godz. obserwowano réwniez akumulacje RFT potaczo-
ng z obnizeniem poziomu glutationu (GSH) i homoglutatio-
nu (hGSH) [66]. Innym przyktadem tego zjawiska moze by¢
wzrost poziomu 0 2#- po 2 godz. oraz HD 2po 8 godz. trakto-
wania grochu (Pisum sativum) jonami Pb, skorelowany z ob-
nizeniem poziomu GSH [67], Znaczne obnizenie puli GSH w
poczatkowej fazie dziatania stresu wydaje sie wsp6lna reakcja
roslin na dziatanie r6znych metali ciezkich [3]. Wynika ono
czesciowo z faktu, ze GSH jest wykorzystywany do syntezy
fitochelatyn wigzacych jony metali i biorgcych udziat w ich
transporcie do wakuoli [68,69] oraz hamowania aktywnosci
reduktazy glutationowej przez metale [3,11,14,70], ktére moga
redukowac mostki disiarczkowe pomiedzy resztami cysteiny
tego enzymu [3],

Wydtuzenie czasu ekspozycji roslin na metale np.: Cu
[71] i Pb [67] lub zwigkszanie ich stezenia np. Cr [22] i Zn
[72] prowadzito do wzrostu zawartosci GSH. W obecno-
$ci réznych metali (Cu, Cd, Zn, Ni) obserwowano réwniez
wzrost aktywnosci reduktazy glutationowej $wiadczacy o
mozliwosci odtwarzania zredukowanej formy glutationu
przez komorki [35,45,71,73,74].

Askorbinian ze wzgledu na silne wtasciwosci reduk-
cyjne uczestniczy w eliminacji m.in. O,*-, Hz20? HO*
i tlenu singletowego [8,55-57]. Kwas askorbinowy jest
rowniez substratem dla peroksydazy askorbinianowej
(APOX E.C. 1.11.1.11) usuwajacej z komdrek HD 2przy
wspotudziale enzymoéw: reduktazy dehydroaskorbi-
nianowej (DHAR, E.C. 1.8.5.1) oraz reduktazy gluta-
tionowej (GR, EC 1.6.4.2). PrzejSciowy wzrost poziomu
askorbinianu odnotowano u kilku gatunkéw roslin: tu-
binu (Lupinus luteus) [75] traktowanego jonami Pb oraz
ogérka (Cucumis sativus) [44] i rzodkienika (Arabidopsis
thaliana) [76] eksponowanych na Cd. Zwiekszenie puli
askorbinianu u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) byto
proporcjonalne do czasu dziatania Cu [76], natomiast u
pszenicy (Triticum durum) [45] zalezato od stezenia Cd.
Inkubacja siewek pszenicy z prekursorem biosyntezy
askorbinianu (L-galaktono-y-laktonem) prowadzita do
ograniczenia symptomdw stresu oksydacyjnego w ko-
rzeniach tych ros$lin [45].

MECHANIZMY NIEENZYMATYCZNE HYDROFOBOWE

Tokoferole sg sktadnikami bton biologicznych, uczestni-
czacymi w usuwaniu wtérnych wolnych rodnikéw orga-
nicznych iterminacji reakcji peroksydacji lipidéw. W grupie
tej a-tokoferol posiada najsilniejsze wiasciwosci antyoksy-
dacyjne [8,53]. Wzrost zawartosci a-tokoferolu skorelowa-
ny ze spadkiem ilosci produktow peroksydacji lipidow wy-
kazano w reakcji korzeni tubinu hodowanych w obecnosci
jonow Pb [75]. Badania na rzodkiewniku (Arabidopsis tha-
liana) potwierdzity akumulacje tokoferolu w lisciach roslin
eksponowanych na dziatanie Cu i Cd [76]. Wykazano, ze
poziom mRNA kodujgcych wybrane enzymy szlaku bio-
syntezy a-tokoferolu wzrastat w reakcji na dziatanie obu
metali. Ponadto mutanty pozbawione mozliwos$ci syntezy
a-tokoferolu byty znacznie bardziej wrazliwe na Cu i Cd niz
rosliny typu dzikiego [76].
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Karotenoidy sg efektywnymi wygaszaczami tlenu sin-
gletowego, reagujg réwniez z wolnymi rodnikami orga-
nicznymi powstajagcymi w procesie peroksydacji lipidow
[8,53]. Akumulacja karotenoidéw uwazana jest za jeden z
przejawow odpowiedzi roélin na dziatanie r6znych stresow
abiotycznych [4], W przypadku takich metali jak: Cu, Co,
Cd oraz As karotenoidy okazaty sie by¢ wrazliwe na stres
oksydacyjny wywotany dziataniem tych metali [77-80].
Najwyzszy poziom odpornosci na utlenianie wykazywat
R-karoten [81].

PRZEKAZYWANIE SYGNALOW W ROSLINACH
ROSNACYCH W OBECNOSCI METALI CIEZKICH

Metale ciezkie takie jak Cu, Pb, Zn i Cu modyfikuja prze-
ptyw sygnatéw z udziatem szlaku kaskady kinaz aktywo-
wanych mitogenami (kinaz MAP) [82,32]. W komérkach
roslinnych, w reakcji na metale ciezkie, wzrasta réwniez po-
ziom innych czasteczek sygnatowych: kwasu jasmonowego
(JA), kwasu salicylowego, etylenu czy tlenku azotu (NO)
[29,44,83,84], Znaczenie tych hormonéw w obronie przed
stresem oksydacyjnym wywotanym jonami metali ciez-
kich nie jest jednoznaczne. Kwas salicylowy posredniczyt,
poprzez aktywacje systemu antyoksydacyjnego, w zmniej-
szeniu toksycznego dziatania Cd u jeczmienia (Hordeum
vulgare) [83] i grochu (Pisum sativum) [85] oraz Mn u og6rka
(Cucumis sativus) [86], Z drugiej strony wzrost tworzenia
H2v stymulowany kwasem salicylowym, cechowat reakcje
rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) na Cd [87], Ograniczenie
syntezy JA u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) traktowa-
nych Cu spowodowato obnizenie poziomu produktéow pe-
roksydacji lipidéw, co sugeruje, ze kwas jasmonowy zwiek-
sza wrazliwos¢ rzodkiewnika na dziatanie tego metalu [88],
W analogicznych badaniach przeprowadzonych dla Cd
stwierdzono, ze obnizeniu zawartos$ci kwasu jasmonowego
towarzyszy wzrost utleniania lipidéw [88], Badania z zasto-
sowaniem egzogennego kwasu jasmonowego wykazaty, ze
u rosliny wodnej Wolffia arrhiza, rosnacej w obecnosci Pb,
prooksydacyjna i antyoksydacyjna rola kwasu jasmonowe-
go jest SciSle zwigzana ze stezeniem tego hormonu [89]. Po-
danie donora tlenku azotu w doSwiadczeniach na siewkach
tubinu (Lupinus luteus) traktowanych Pb lub Cd spowodo-
wato zmniejszenie toksycznego dziatania tych pierwiast-
kéw na wzrost i morfologie korzeni [90], Ochronna rola
NO moze wigzac si¢ ze stymulacjg aktywnosci SOD i/lub
bezposrednim zmiataniem 0 2#- przez tlenek azotu [48,90].
Odmienne wyniki uzyskano w badaniach wykonanych na
pszenicy (Triticum aestivum), w przypadku ktérej hamowa-
nie wzrostu korzeni przez Cd byto skorelowane z dodat-
kowa syntezg NO [91]. Znaczenie substancji sygnatowych
takich jak Ca2;, cGMP i NO w regulacji ekspresji genow ko-
dujacych biatka antyoksydacyjne zostato opisane dla dtu-
gotrwaltego dziatania jonéw Cd na rosliny grochu (Pisum
sativum) [92],

ZNACZENIE OBRONY ANTYOKSYDACYJNEJ
W TOLERANCJI NA METALE CIEZKIE

Utrzymanie rébwnowagi pomiedzy tworzeniem i usuwa-
niem RFT m.in. na drodze enzymatycznej wydaje sie by¢
kluczowe dla zapewnienia podwyzszonej tolerancji roslin
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na metale [58], Niska wrazliwo$¢ glonu Dunaliella tertiolec-
ta na Cu w poréwnaniu z Dunaliella salina zwigzana byta
z wysoka, konstytutywng aktywnoscig APX [93]. Badania
prowadzone na dwoch klonach wierzby (Salix viminalis),
charakteryzujacych sie rézng wrazliwoscig na Cd, Cu i Zn,
pozwolity stwierdzi¢, ze w tym przypadku wysoka aktyw-
nos¢ SOD jest typowa dla klonu tolerancyjnego na wymie-
nione metale [94], Chinska papro¢ (Pteris vittata), ktdra jest
hiperakumulatorem As [95,96], nie wykazywata sympto-
mow toksyczno$ci w reakcji na podwyzszone stezenia As.
Wykazano, ze u tej paproci As wywotuje wzrost aktywnosci
SOD, CAT i APX, czego nie obserwowano u innych, wraz-
liwych gatunkéw. Badania na trzech genotypach lepnicy
(Silene paradoxa) poddanych dziataniu Ni [97] oraz czterech
genotypach jeczmienia (Hordeum vulgare) traktowanych
Cd [98] dowodzg, ze zasadnicze znaczenie dla tolerancji
na metal moze mie¢ brak obnizenia aktywnos$ci enzymoéw
antyoksydacyjnych. U roslin Holcus lanatus wrazliwych
na As aktywno$¢ SOD byta hamowana przez As i Cu, w
przeciwieAstwie do roslin tolerancyjnych na te metale [99],
Hiperakumulator Ni Alyssmum bertolonii [100] oraz dwa ga-
tunki hiperakumulatorow Cd Thlaspi caerulescens [101,102] i
Brasica juncea [102], charakteryzowaty sie znacznie wyzszg
aktywnos$cig SOD i CAT w poréwnaniu z tytoniem (Nico-
tiana tabacum). U wymienionych gatunkéw obserwowano
ograniczenie symptomow stresu oksydacyjnego w komaér-
kach. Wydaje sie, ze w przypadku tobotka (Thlaspi caerule-
scens), reakcja systemu antyoksydacyjnego na Cd, jak i na
Zn, zalezy od populacji wytypowanej do przeprowadzenia
doswiadczen [103].

Zastosowanie techniki mikromacierzy pozwolito udoku-
mentowaé zwiekszong ekspresje gendw kodujgcych m.in.
APX i MDAR u rzodkiewnika (Arabidopsis halleri), hiperaku-
mulatora Zn i Cd [104], Z drugiej strony, analizy wykonane
tg sama technika, dowiodty, ze w przypadku topoli (Populus
deltoides) tolerancyjnej na jony Cu, poziom eksprescji genow
kodujacych peroksydaze, Cu,Zn-SOD i katalaze byt obniza-
ny pod wptywem dziatania tego metalu [105],

Znaczenie obrony antyoksydacyjnej w dostosowaniu
roslin do wzrostu w warunkach stopniowego zwiekszania
stezenia metalu okres$lano u ziemniaka (Lycopersicon esculen-
tum) [105], Pomimo zwiekszania stezenia Cd do 1 mM, w
czasie catego okresu wegetacyjnego roslin, nie odnotowano
ograniczenia suchej masy oraz wzrostu peroksydacji lipi-
dow, tak jak to miato miejsce w przypadku jednorazowego
podania 1 mM Cd. Nie wykazano rowniez zmian w aktyw-
nosci enzymdéw antyoksydacyjnych w korzeniach i lisciach,
cho¢ w przypadku roslin, ktére od poczatku doSwiadczenia
miaty kontakt z wysokim stezeniem Cd, efekt wzrostu ak-
tywnosci byt wyraznie widoczny. Wydaje sig, ze w reakcji
stopniowej adaptacji uczestniczyé muszg inne mechanizmy
obronne, nie zwigzane wytgcznie z enzymami antyoksyda-
cyjnymi.

PODSUMOWANIE

W zrostro$lin w srodowisku zanieczyszczonym metalami
ciezkimi przyczynia sie do zwiekszenia poziomu reaktyw-
nych form tlenu w komdrkach, co prowadzi do zaburzenia
integralnosci struktur komérkowych oraz w istotny sposéb
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wptywa na przebieg proceséw metabolicznych. Intensywne
badania prowadzone m.in. z zastosowaniem roslin transge-
nicznych pozwalajg na lepsze poznanie odpowiedzi syste-
mu antyoksydacyjnego na dziatanie jonow metali. Wiedza
ta moze by¢ wykorzystana do poszukiwania gatunkéw ro-
§lin tolerancyjnych na metale lub prowadzenia modyfikacji
genetycznych w celu uzyskania odmian lepiej przystosowa-
nych do wzrostu na terenach zanieczyszczonych metalami.
Rosliny takie moga by¢ potencjalnie wykorzystywane do
fitoremediacji, poszerzajagc tradycyjne mozliwosci oczysz-
czania skazonego $rodowiska.
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Oxidative stress in plants exposed to heavy metals

Renata Rucinska-Sobkowiak
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ABSTRACT

Oxidative stress has been involved in the toxicity of heavy metals in different plant species. Exposure to metal ions can intensify the produc-
tion of reactive oxygen species (ROS) such as: superoxide radicals, hydroxyl radicals or hydrogen peroxide. These species can react with cellu-
lar components (lipids, proteins, nucleic acids) and cause lipid peroxidation, membrane damage and inactivation of enzymes thus affect many
physiological processes as well as cell viability. Plants have evolved acomplex array of mechanisms to maintain low ROS level and avoid the
detrimental effects of excessively high ROS concentrations. This antioxidant network includes numerous soluble (ascorbate, glutathione) and
membrane (tocopherol) compounds as well as enzymes involved in ROS scavenging (superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase).
ROS must be efficiently detoxified to ameliorate the harmful effects of heavy metals in the cells. However they cannot be eliminated comple-
tely because plants use ROS as second messengers in signal transduction cascades in diverse physiological processes.
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Markery kwasu chlorowego (I) w uktadach
biologicznych —identyfikacja i wtasciwosci

STRESZCZENIE

eaktywnym formom tlenu i azotu przypisuje sie role w inicjowaniu i posredniczeniu

w przebiegu wielu choréb. Wykazanie zwiekszonej aktywnos$ci mieloperoksydazy oraz
zwigkszonego poziomu chlorotyrozyny w takich chorobach jak miazdzyca tetnic, choroby
nerek czy chroniczne stany zapalne zwrécito uwage na role biologiczng innego, silnego
oksydanta — podchlorynu, ktérego oznaczenie w uktadach in vivo i in vitro jest niezwykle
trudne ze wzgledu na jego wysoka reaktywno$¢. Wsrod specyficznych produktéw reakcji
podchlorynu z czasteczkami biologicznymi wyréznia sie takie jak: chlorohydryny, sulfo-
namid glutationu, chloraminy, 3- i 3,5-dichlorotyrozyne oraz chlorowane zasady azotowe
(8-chloroadenina, 8-chloroguanina, 5-chlorocytozyna, 5-dichlorocytozyna, 5-chlorouracyl) i
z ta grupa zwigzkow, przy uzyciu czutych metod detekcji, wigze sie nadzieje na znalezie-
nie biologicznego markera podchlorynu, co jest szczeg6lnie wazne z klinicznego punktu
widzenia.

WPROWADZENIE

Chlor i jego pochodne sg naturalnie wystepujgcymi sktadnikami Ziemi. Po-
niewaz w formie czgsteczkowej chlor jest wysoce reaktywny, udziat tej formy w
catkowitej puli chloru w przyrodzie jest niski. Chlor wystepuje w organizmach
zywych zaréwno w zwigzkach organicznych, jak i nieorganicznych. W organi-
zmie cztowieka zaliczany jest do makroelementéw, a jego zawarto$¢ nie prze-
kracza 1%suchej masy. Zywe organizmy wytwarzajg ponad 2000 chloropochod-
nych organicznych o czesto unikatowych witasciwosciach (np. wankomycyna -
antybiotyk chronigcy przed infekcjami Staphylococcus). Zwiagzki chloru obecne
in vivo petnig wiele réznych funkcji (jon chlorkowy jest waznym sktadnikiem
ptynéw ustrojowych biorgcym udziat w regulowaniu rownowagi osmotycznej,
kwas chlorowy (I) (dawniej: kwas podchlorawy) bierze udziat w ochronie orga-
nizmu przed atakiem patogendw, kwas solny wykorzystywany jest w procesie
trawienia). Cze$¢ zwigzkow chloru charakteryzujgca sie stosunkowo wysoka
aktywnoscig biologiczng, zaliczana jest do grupy tzw. reaktywnych form chloru.
Wiele zwigzkéw nalezacych do tej grupy wykazuje wiasciwosci prooksydacyj-
ne, niektére z nich mogg by¢ donorami atomu chloru w reakcjach miedzycza-
steczkowego transferu chloru. Wraz ze wzrostem iloSci doniesiert wskazujacych
na udziat reaktywnych form chloru w przebiegu wielu choréb wzrosto zaintere-
sowanie ta grupg zwigzkow.

WYBUCH TLENOWY - ZRODLO REAKTYWNYCH FORM CHLORU IN VIVO

Wybuch tlenowy jest zachodzagcym w pobudzonych fagocytach procesem
znacznego zwiekszenia spozycia tlenu i wytwarzania duzych ilosci anionorod-
nika ponadtlenkowego [1]. W trakcie jego przebiegu dochodzi do powstawania
reaktywnych oksydantéw: anionorodnika ponadtlenkowego, nadtlenku wodo-
ru, rodnika hydroksylowego, tlenu singletowego, a w przypadku neutrofilow
takze kwasu chlorowego (I). Towarzyszy temu kilkudziesieciokrotne zwigksze-
nie zuzycia tlenu i NADPH oraz aktywacja cyklu pentozofosforanowego w tych
komérkach [2],

OKSYDAZY NADPH

Oksydazy NADPH (NOX, ang. NADPH Oxidase) sa rodzing biatek, posiadaja-
cych zdolnos$é do jednoelektronowej redukcji tlenu, ktéra prowadzi do powsta-
nia anionorodnika ponadtlenkowego [3]. Dla prawidtowego funkcjonowania
enzymu niezbedna jest obecno$¢ biatek regulatorowych. Dotychczas zidentyfi-
kowano pie¢ izoenzymdéw oksydazy NADPH, wystepujacych w réznych tkan-
kach: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4 oraz NOX5. Obecna wewnatrz fagocytéw
izoforma NOX2 (znana takze jako biatko gp91p) zostata znaleziona réwniez w
limfocytach B, neuronach, kardiomiocytach mieéniach szkieletowych i gtadkich,
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$rédbtonku naczyniowym, komorkach macierzystych oraz
hepatocytach [4], jakkolwiek w tych komdrkach jest duzo
nizsza niz w fagocytach.

W neutrofilach centrum kompleksu enzymatycznego
stanowi cytochrom b558 (flawohemoproteina zbudowana
z dwdch podjednostek: gp9lpwx i p22pgy) wbudowany w
btone komérkowg lub btone fagosomu (Ryc. 1). W skiad en-
zymu wchodzg takze podjednostki, ktére zlokalizowane sg
na terenie cytoplazmy do chwili pojawienia sie sygnatu ak-
tywujacego fagocyt. Nalezg do nich biatka: p40pox p47puox
p67pmx oraz biatko Rac. W chwili uruchomienia kaskady
sygnatowej tgcza sie one ze sktadnikami (biatkami) btono-
wymi w aktywny kompleks enzymatyczny zdolny do trans-
portu elektronéw. Przeptyw elektronéw odbywa sie zgod-
nie ze wzrostem potencjatow redoks kolejnych elementow
kompleksu: NADPH — cytochrom b558 —Or

Wewnatrz fagosomu aktywna forma enzymu reduku-
je tlen czasteczkowy do anionorodnika ponadtlenkowego,
ktory ulega nastepnie reakcji dysproporcjonowania: spon-
tanicznego lub katalizowanego przez dysmutaze ponad-
tlenkowg, w wyniku czego powstaje tlen czgsteczkowy i
nadtlenek wodoru (Ryc. 2). Nadtlenek wodoru z kolei jest
rozktadany przez katalaze do HQO i tlenu czasteczkowego
lub jest wykorzystywany przez mieloperoksydaze jako sub-
strat do utlenienia jonéw chlorkowych do HOC1.

MIELOPEROKSYDAZA (EC 1.11.1.7)

Zawarto$¢ mieloperoksydazy (MPO) w neutrofilach
cztowieka jest wysoka; enzym ten stanowi okoto 2-5%
wszystkich biatek tych komérek [5]. Monocyty cztowieka
rowniez zawierajg mieloperoksydaze, jednak w znacznie
mniejszej ilosci. Enzym ten, nalezacy do grupy peroksydaz
hemowych, zlokalizowany jest w peroksysomach. Mielo-
peroksydaza jest kodowana przez pojedynczy gen zlokali-
zowany na dtugim ramieniu chromosomu 17 (ql2-24). Jest
syntetyzowana jako proenzym, ulegajgcy potranslacyjnym
modyfikacjom (glikozylacja grup aminowych, wbudowa-
nie uktadu hemowego, usuniecie peptydu sygnatowego)
[6]. Funkcjonalny enzym jest glikozylowanym, zasadowym
biatkiem zbudowanym z dwéch par dimeréw potgczonych
mostkiem disiarczkowym. Kazdy dimer sktada sie z pod-
jednostki ciezkiej, zawierajacej w swojej strukturze uktad

gp91phox

NADPH NADP*

Rycina 1. Sktad kompleksu aktywnej oksydazy NADPH (NOX2) wewnatrz fa-
gocytu.
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Rycina 2. Wybuch oddechowy.

hemowy (-60 kDa) oraz z podjednostki lekkiej (-15 kDa).
Mieloperoksydaza w formie dimeru wystepuje zarébwno w
neutrofilach, jak i monocytach. Podobnie, pewne podtypy
makrofagow posiadajg zdolno$¢ do ekspresji genu koduja-
cego mieloperoksydaze. Dowiedziono, ze mieloperoksyda-
za jest wydzielana przez komarki fagocytujagce do macierzy
pozakomoérkowej w formie proenzymu (monomeru), ktory
wykazuje identyczne wtasciwosci enzymatyczne jak potran-
slacyjnie zmodyfikowany dimer. Moze by¢ transportowana
na powierzchni makrofagéw dzieki zdolnosci wigzania sie
z receptorem mannozowym tych komorek [7],

Dwie grupy hemowe mieloperoksydazy potgczone sg z
wiekszymi podjednostkami za pomocg wigzania amidowe-
go. Enzym wystepuje w pieciu formach, zdefiniowanych na
podstawie stopnia utlenienia zelaza [8]: ferro-MPO, (Fe+);
ferri-MPO, (Fe+d; zwigzek I, (FeH); zwigzek Il, (Fe+h); zwia-
zek 111, (Fe#9. Mieloperoksydaza oscylujac pomiedzy réz-
nymi stanami utlenienia zelaza katalizuje reakcje, w ktorej
(w zaleznos$ci od rodzaju obecnego jonu) powstaje HOC1/
HOBr/HOSCN (Ryc. 3) [9],

Obecny w fagosomach nadtlenek wodoru powoduje
dwueletronowe utlenienie zelaza hemowego mieloperok-
sydazy. Jony chlorkowe nastepnie sg utleniane w trakcie
powrotu zelaza z +5 do +3 stopnia utlenienia. Produktami
reakcji sg: kwas chlorowy (I) i woda [10]. Mieloperoksydaza
oprécz zdolnosci do utleniania halogenkdw, charakteryzuje
sie aktywnos$cig typowg dla peroksydazy utleniajac row-
niez inne substraty [6],

WLEASCIWOSCI HOC11 CELE JEGO
ATAKU IN VITRO I'IN VIVO

HOC1, czesciowo zdysocjowany w pH obojetnym (pKa -
7,54), jest zwigzkiem silnie reaktywnym, biorgcym udziat w

MPO (Fe ) + H,0,

l X HOCI
A+H'

Zwiazek 11 (Fe °=0) c
I~ AH
bemra

Zwiazek 1 (Fe *=0)

Rycina 3. Schemat tworze-
nia kwasu chlorowego |
przez mieloperoksydaze.
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Rycina 4. Schemat utleniania glutationu przez HOC1.

reakcjach utleniania i chlorowania. Standardowy potencjat
redoks uktadu HOC1/CL (1,49 V) jest nizszy od potencja-
tu redoks uktadu 030 2(2,07 V) i HD 2H D (1.77 V), ale
wyzszy w poréwnaniu z potencjatem par C12C1' (1,36V)
i ClO,'/CL (0,95 V). Badania in vitro wykazaty, ze HCOI/
ClO" i uktad mieloperoksydaza/H,O0,/CL wywotujg po-
dobne efekty w uktadach biologicznych, co dodatkowo po-
twierdzito udziat podchlorynu w uszkodzeniach wywoty-
wanych aktywacja neutrofildw. W stanach patologicznych
stezenie HOC1 moze by¢ wysokie, osiggajac w miejscach ob-
jetych stanem zapalnym nawet 200 gM [11]. Najbardziej po-
datne na utlenianie przez HOC1 sg grupy tiolowe cysteiny
oraz tioeterowe metioniny, a takze askorbinian, tryptofan
i kwas moczowy. Reakcjom chlorowania ulegajg natomiast
grupy aminowe biatek i aminokwaséw, reszty tyrozyny,
nukleotydy purynowe i pirymidynowe oraz nienasycone
lipidy i cholesterol [12].

UTLENIANIE GRUP TIOLOWYCH

Podchloryn, dzieki stosunkowo wysokiemu potencjato-
wi redoks, posiada zdolnos$¢ utleniania reszt cysteinowych
biatek i glutationu oraz tioeteréw, prowadzac do powsta-
nia wewnatrz- i miedzyczasteczkowych disulfidow bialek,
disulfidu glutationu oraz mieszanych disulfidéw biatkowo-
glutationowych [13,14], Badania z wykorzystaniem elektro-
nowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) dowiodty, ze
utlenianiu wielu grup tiolowych towarzyszy pojawienie sie
rodnikow tiylowych, a w przypadku znacznego nadmiaru
podchlorynu réwniez rodnikéw nitrocentrowych [15], Dal-
sze utlenianie disulfidobw moze prowadzi¢ do formowania
grup sulfenowych, sulfinowych i ostatecznie sulfonowych.
Stosunkowo niedawno odkryto, ze produktami utlenienia

glutationu przez podchloryn

a moga by¢ takze jego wewnatrz-

C H czasteczkowy sulfonamid, de-
HO CH—(—COOH hydroglutation oraz tiosulfo-
NH, nian glutationu (Ryc. 4) [16,17].

3-chlorotyrozyna

CHLOROWANIE RESZT

2 TYROZYNOWYCH BIALEK
uo<2\_/>cu—$—coon W reakcji HOCI/CIO z

NH, resztami tyrozylowymi biatek
Cl powstajg: 3-chlorotyrozyna i
3,5-dichlorotyrozyna (Ryc. 5)
[18]. Obecno$¢ chlorotyrozy-
ny wykazana zostata takze w

3,5-dichlorotyrozyna

Rycina 5. Produkty chlorowania
tyrozyny przez HOC1.
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Rycina 6. Mechanizm chlorowania reszt aminowych przez HOC1.

biatkach eksponowanych na dziatanie uktadu mieloperok-
sydaza/H,0,/CL oraz aktywowanych neutrofilow. Jak do-
tad, mato wiadomo na temat metabolizmu chlorotyrozyny.
Przypuszcza sie, ze jest ona substratem dla dehalogenaz
lub/i S-transferazy glutationowej. Obecno$¢ 3-chloroty-
rozyny wykazano w ptytkach miazdzycowych (okoto 300
reszt chlorotyrozynowych/ 1000000 reszt tyrozynowych)
[19].

CHLOROWANIE RESZT AMINOWYCH

Grupy aminowe biatek i aminokwasow, a takze zasad
purynowych i pirymidynowych ulegajg chlorowaniu w
obecnosci HCOI/CIO". Najwieksze znaczenie biologicz-
ne, jak dotad, przypisuje sie chloraminom aminokwasow i
amin biogennych. Ich stosunkowo wysokie stezenie in vivo
(stezenie tauryny dochodzgce do 20 mM wewnagtrz neutro-
filow, histaminy do 100 mM wewnatrz komdrek tucznych),
podatnos$¢ grupy aminowej na reakcje z podchlorynem oraz
wykazana zdolno$¢ chloroamin do wchodzenia w reakcje z
innymi zwigzkami sprawia, ze sa one uwazane za mediato-
ry dziatania podchlorynu [20]. W reakcji wymiany atomu
chloru z atomem wodoru grupy aminowej biorg udziat czg-
steczki wody (Ryc. 6) [9], Wigzania wodorowe umozliwia-
jg tworzenie stanu przejsciowego w trakcie reakcji HOC1 z
grupg aminowa.

Szybkos¢ reakcji grup aminowych z HOC1 zalezy od
ich zasadowos$ci. State szybko$ci reakcji amin pierwszo-
i drugorzedowych o pKa > 9 z kwasem chlorowym (I) sa
podobne (107-108M 'V 1), a proces charakteryzuje sie niska
energiag aktywacji. Bioragc pod uwage wysokag wartos$¢ sta-
tych szybkosci reakcji nalezy oczekiwaé, ze szybkos¢, z jaka
bedzie zachodzi¢ chlorowanie reszt aminowych moze by¢
ograniczona tylko przez dyfuzje potencjalnych substratéw
reakcji. W przypadku amin trzeciorzedowych stata szybko-
Sci reakcji jest o trzy rzedy wielkoSci nizsza, co potwierdza
udziat atoméw wodoru w reakcji podstawienia atomow
chloru do grupy aminowej. Chloraminy charakteryzuje
mata stabilno$¢ w roztworach wodnych. Moga podlegac
kilku procesom w zaleznosci od warunkéw $rodowiska. W
pH bliskim obojetnemu N-chlorominokwasy, wystepujace
w wiekszos$ci w postaci anionéw, ulegaja rozpadowi, w wy-
niku ktorego powstajg: aldehyd lub keton zawierajacy jeden
atom wegla mniej niz wyjSciowa czasteczka aminokwasu,

R4 R2. R4 R2 R4

R2 rcomct 2\ L RnNH,

e} wolno N szybko q

R1IX >C r/

Rycina 7. Schemat rozpadu chloroamin.
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biatkowych w wyniku homolizy wigzania
N-Cl, czemu towarzyszy fragmentacja
biatka [23], Powstawanie rodnikow nitro-

Q NH, T NH ‘I’ NH
O—P=0 N O—TZU N U'——ll'_() N
= ) X, N
fisg o] it o o oLl
; H, N CH, N <
E N"  HoCl 1% N Cu(l) N
e K j Ll e
(o] (o} O

HOCI : .
wewnatrzezasteczkowy
| transfer o)

LI) NHCI chloru |
0—P=0 _ O_TZO N N
} ; 7 N
LI) </ N o 74

o) Cu(l)

Rycina 8. Schemat chlorowania reszt adeniny w kwasach nukleinowych i powstawania rodnikéw nitro-

centrowych.

C02 NH3lub amina pierwszorzedowa (w przypadku N-
acetyloaminokwaséw) i jon chlorkowy (Ryc. 7). Rozpad
N-chloroaminokwaséw przebiega dwuetapowo. Pierwszy
etap, warunkujacy szybko$¢ catego rozpadu czasteczki, po-
lega na fragmentacji czasteczki N-chloroaminokwasu na CI',
CO, i iminokwas, ktéry nastepnie w drugim etapie reakcji
ulega szybkiej hydrolizie na aldehyd lub keton i NH3lub
amine pierwszorzedowg [9] (Ryc. 7).

Rozpad N-chloroaminokwasdw jest procesem pierw-
szorzedowym, niezaleznym od pH, jednak zachodzgcym
szybciej w miare obnizania polarnosci rozpuszczalnika. W
obecnos$ci jonéw metali przejsciowych (np. Cu (l)) moze do-
chodzi¢ do rozpadu wigzania N-Cl i powstawania wolnych
rodnikdw z elektronem zlokalizowanym na atomie azotu,
ktory tworzyt wigzanie kowalencyjne z atomem chloru
(Ryc. 8) [21]. Znane s3a rowniez przypadki wewnatrzcza-
steczkowego i miedzyczasteczkowego transferu chloru,
pomiedzy grupami aminowymi (iminowymi) tej samej czg-
steczki [22],

SzczegOlnie dobrze poznanym procesem jest tworzenie
rodnikéw nitrocentrowych na resztach lizyny w tafncuchach

centrowych moze prowadzié¢ zaréwno do
: fragmentacji, jak i do agregacji biatek i nu-
0 x kleotydow, tworzenia wigzan DNA-bial-
ko, a takze do peknieé¢ nici DNA. Niektore
z doniesien wskazujg na zdolno$¢ rodni-
kéw nitrocentrowych do inicjowania pro-
cesu peroksydacji lipidow [24],

REAKCJE Z WIAZANIAMI
PODWOJINYMI

Chlorohydryny powstaja w reakcji
kwasu chlorowego (I) z czasteczkg po-
siadajgcg w swojej strukturze wigzanie
podwojne (Ryc. 9). Produktami reakcji sg
izomery: cis i trans. Tworzone sa gtownie
chlorohydryny lipidow i cholesterolu,
chociaz istniejg doniesienia o tworzeniu
chlorohydryn zasad pirymidynowych w
komérkach eksponowanych na dziatanie
HOCI/CIO" [25], Badania przeprowadzone na liposomach
fosfatydylocholinowych wykazaty, ze chlorohydryny sa
gtéwnym produktem reakcji podchlorynu z fosfatydylo-
cholinami zawierajgcymi w swoich czasteczkach reszt kwa-
sow ttuszczowych z maksymalnie czterema wigzaniami
nienasyconymi [26,27].

Wydtuzenie czasu ekspozycji fosfatydylocholiny zawie-
rajagcej reszty wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
na dziatanie podchlorynu prowadzi do powstania lizofos-
folipidéw. Powstajg one na skutek ostabienia wigzania es-
trowego pomiedzy grupg hydroksylowg glicerolu a grupa
karboksylowg wielonienasyconego kwasu ttuszczowego
jako wynik pojawienia sie podstawnikow elektronoakcep-
torowych (-C1i-OH) w resztach kwasu tluszczowego [26],
Badania przeprowadzone na liposomach zawierajgcych
cholesterol oraz na lipidach ekstrahowanych z erytrocytow
i bton erytrocytarnych dowodza, ze w obecnosci HOC1/
CIO" (podobnie jak w obecnosci uktadu mieloperoksydaza/
H2 2C1) dochodzi do powstawania a- i (3-chlorohydryn
cholesterolu oraz dichlorocholesterolu (Ryc. 10) [28],

CHLOROWANIE ZASAD
PIRYMIDYNOWYCH
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R—=C—0-C ﬁ OHCl
0 . HC-0—C—C—C—C—C—(CH,)n
| - et H, H, H H
HOCI + R—C—0~C 0 i 5
= " ‘
HC-0—C—C—C—C=C—(CH,)n :i“()-l.’-()-('-('-N—(('H:;I
H, H, H H & 50
O ~ - .- » nQ
C~0-b-0-C-C-N(CH.) chlorohydryna izomer cis
] 33
H,” 6 HH, ” H,
R=C—=0=C (0] OH
| Il I H
HOCI HC-0—C—C—C—C—C—(CH,)n

fosfatydylocholina

Rycina 9. Schemat powstawania chlorohydryn fosfolipidow.
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chlorohydryna izomer trans

Chociaz grupy aminowe nukleoty-
dow sa preferowanym celem ataku
HOCI/CIO" udowodniono, ze jednym
z produktow powstajgcych w uktadzie:
mieloperoksydaza/H2D 2 C I/ deok-
sycytydyna oraz mieloperoksydaza/
H2 2 Cl'/kwas nukleinowy jest 5-chlo-
rocytozyna (pH 4.5-6) [29], Podobnie,
ekspozycja uracylu i kwasu rybonukle-
inowego na dziatanie HOCI/CIO" pro-
wadzi do powstania 5-chlorouracylu
[30,31]. W pH obojetnym 5-chlorocy-
tozyna jest zwigzkiem nietrwatym, a
produktem jej spontanicznej lub enzy-
matycznej deaminacji takze 5-chloro-
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Rycina 10. Produkty oraz schemat reakcji HOC1 z cholesterolem.

uracyl [32,33], Reakcji podchlorynu z kwasami nukleinowy-
mi towarzyszy réwniez powstawanie chlorowanych zasad
purynowych (8-chloroadenina, 8-chloroguanina), jednak w
znacznie mniejszych ilosciach (Ryc. 11) [34].

NIESPECYFICZNE PRODUKTY REAKCJI PODCHLORYNU

Dos¢ powszechnie wykorzystywanym do iloSciowe-
go oznaczenia oksydacyjnych uszkodzen biatek i lipidéw
markerem sg grupy karbonylowe, powstajagce w biatkach
i btonach biatkowo-lipidowych poddanych dziataniu pod-
chlorynu. Uwaza sie, ze w procesie ich powstawania gtow-
ng role odgrywa rozpad wigzan N-Cl uprzednio chlorowa-
nych reszt aminowych biatek, ktéry prowadzi do powstania
rodnikéw nitrocentrowych. Delokalizacja elektronéw z ato-
mow azotu na atomy wegla moze prowadzi¢ do destabili-
zacji czasteczki biatka i w konsekwencji do rozpadu biatek z
jednoczesnym utworzeniem grup karbonylowych [23], Rod-
niki centro-weglowe przytgczajac tlen czasteczkowy tworzg
rodnik nadtlenkowy, posiadajgcy zdolno$é do inicjacji pro-
cesu peroksydacji lipidow, ktéry moze by¢ nastepstwem
modyfikacji biatek przez podchloryn szczegdlnie w btonach
i lipoproteinach [35]. Inny proponowany mechanizm two-
rzenia grup karbonylowych biatek opiera si¢ na rozpadzie
grup chloroaminowych bez etapu tworzenia rodnikow, kto6-
ry prowadzi do powstania grup aldehydowych badz keto-
nowych (Ryc. 10) [9]. Grupy karbonylowe sg takze stabil-
nymi produktami koAcowymi procesu perosydacji lipidéw
i rozpadu wodoronadtlenkéw, jednak mechanizm inicjacji
tego procesu przez podchloryn szczegdlnie w liposomach
nie zawierajacych biatek pozostaje w dalszym ciggu nieroz-
strzygniety. Szczeg6lny udziat w indukcji peroksydacji lipi-
dow w liposomach przypisywany jest obecnosci sladowych
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Rycina 11. Gtéwne produkty reakcji zasad azotowych z HOCL.
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ilosci wodoronadtlenkéw, ktérych reakcja z podchlorynem
prowadzi do uwolnienia tlenu singletowego znanego ze
zdolnosci do wchodzenia w reakcje z wigzaniami podwoj-
nymi tancuchow lipidowych [36,37], Istniejgq doniesienia o
udziale reszt aminowych fosfolipidow (fosfatylyloseryna,
fosfatydyloetanoloamina) w procesie peroksydacji lipidow
indukowanej przez podchloryn [24], Autorzy sugerujg, ze
podobnie jak w przypadku chloramin reszt biatkowych,
chloraminy fosfolipidéw i powstajace w wyniku rozpadu
wigzania N-CI rodniki bgdz centro-azotowe, badZ centro-
weglowe moga wykazywa¢ zdolno$¢ odrywania atomu
wodoru od taricucha weglowodorowego kwaséw ttuszczo-
wych inicjujac w ten sposéb kaskade reakcji prowadzacg do
powstania wodoronadtlenkéw i grup karbonylowych.

Spektrum produktéw powstajgcych w wyniku dziatania
podchlorynu w uktadach biologicznych rozszerza sie takze
o produkty typowe dla stresu oksydacyjnego wywotywa-
nego przez reaktywne formy tlenu [13,38,39]. Wynika to w
duzej mierze z faktu (oprécz wymienionych wczeéniej), ze
podchloryn posiada zdolno$¢ do wchodzenia w reakcje z
anionorodnikiem ponadtlenkowym w wyniku czego po-
wstaje jedna z najsilniej reaktywnych czastek: rodnik hy-
droksylowy [40], Podobna sytuacja ma miejsce w uktadzie
DNA-Cut podchloryn utleniajgc miedz skompleksowang z
DNA prowadzi do powstania rodnika hydroksylowego w
bezposrednim sasiedztwie kwasu nukleinowego, co z kolei
pociaga za sobg tworzenie oksydacyjnych uszkodzeh zasad
azotowych oraz prowadzi do peknie¢ helisy DNA.

CECHY IDEALNEGO BIOMARKERA A WLASCIWOSCI
PRODUKTOW REAKCJI PODCHLORYNU

Podstawowymi cechami, ktdre powinny charakteryzo-
wac dobry biomarker sa:

1. specyficznos$¢: jego pojawienie nie powinno budzi¢
watpliwosci co do mechanizmu jego powstania; powinien
by¢ produktem charakterystycznym tylko dla jednego typu
reakcji lub konkretnego substratu;

2. stabilno$¢: powinien charakteryzowac sie niska reak-
tywnosciag i pozostawaé w uktadzie w formie niezmienionej
przez wystarczajaco dtugi okres czasu;

3. odpowiednio wysokie stezenie: potencjalny kandydat
powinien wykazywa¢ na tyle duzg reaktywnos$¢ w stosun-
ku do zwiazku, ktérego ma by¢é markerem, aby ilo$¢ po-
wstatego w wyniku reakcji produktu byta wystarczajgca do
jego ilosciowego badz jakosciowego oznaczenia (wykrycia).

W $rodowisku, w ktérym powstaje podchloryn najbar-
dziej uprzywilejowanymi reakcjami sg reakcje utle-
niania gtdwnie niskoczasteczkowych antyoksydan-
téw (glutationu, kwasu askorbinowego, metioniny)
oraz grup tiolowych biatek, jednak wiekszos$¢ po-
wstajagcych produktow (réwniez dehydroglutation)
jest efektem dziatania takze innych oksydantow
[13,16]. Wyjatek stanowi wewnatrzczasteczkowy
sulfonamid glutationu, ktéry moze by¢ dominuja-
cym produktem utleniania glutationu przy wysokich
stezeniach podchlorynu (62% glutationu ulega prze-
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ksztatceniu w sulfonamid glutationu przy [HOCI]:[GSH] =
4, podczas gdy 32% przy [HOCI]:[GSH] = 1) [16]. Co wigcej,
reakcja ta ma charakter nieodwracalny, poniewaz komor-
ki nie sg wyposazone w system naprawy tego typu uszko-
dzen. Technika LC-MS/MS taczaca chromatografie cieczo-
wa ze spektrometrig mas umozliwia wykrycie juz 0,1 pmola
sulfonamidu glutationu i zostata skutecznie zaadoptowana
do oznaczania jego stezenia wewnatrz komorek oraz w ply-
nach ustrojowych [41]. Jednak sulfonamid glutationu moze
powstawac takze w obecnosci takich oksydantéow jak nad-
tlenoazotyn (do 5% gdy [ONOOQO"]:[GSH] = 4) czy kwas bro-
mowy () (okoto 25 % kiedy [HOBr]:[GSH] = 2) [16]. Fakt,
ze powstawaniu podchlorynu moze towarzyszy¢ tworzenie
nadtlenoazotynu i kwasu bromowego (I) zwtaszcza z sta-
nach zapalnych wydaje sie ogranicza¢ mozliwo$é wykorzy-
stania sulfonamidu glutationu jako specyficznego markera
HOC1. Stosunkowo mato wiadomo takze na temat tiosul-
fonianu glutationu zidentyfikowanego obok sulfonamidu
(jednak w znacznie mniejszej ilosci) wsrdd produktéw utle-
nienia glutationu przez podchloryn.

Reakcje, w ktérych do czasteczki przytgczony lub pod-
stawiony zostaje atom chloru wydajg sie dawa¢ wieksze
prawdopodobienstwo pojawienia sie charakterystycznego
dla HOC1 produktu o wymaganych dla markera wtasci-
wosciach. Nalezy zwréci¢ jednak uwage na fakt, ze state
szybkosci dla tego typu reakcji sag zwykle o kilka rzedéw
wielkos$ci nizsze niz state szybkosci reakcji utleniania dla
podchlorynu [42],

Najbardziej podatne na podstawienie atomu chloru sg
grupy aminowe biatek i aminokwasow. Wykazano, ze w
hodowli aktywowanych neutrofilow stezenie chloraminy
tauryny moze osiggac stezenie powyzej 100 pM [43]. Jednak
stosunkowo mata stabilno$¢ i niejednokrotnie towarzysza-
ca chloraminom zdolno$¢ do utleniania innych zwigzkdw
sprawia, ze nie spetniajg one wymogoéw stawianych biolo-
gicznemu markerowi podchlorynu [44,45]. Ich spontanicz-
ny rozkiad do aldehyddw (ketondéw), katalizowany przez
jony metali przejsciowych i rodniki nadtlenkowe rozpad
wigzania N-Cl oraz udziat w reakcjach przeniesienia ato-
mu chloru na inne czasteczki biologiczne warunkuja krotki
okres potowicznego zaniku chloramin w uktadach biolo-
gicznych, wynoszacy zwykle od kilku do kilkudziesieciu
minut [9,43].

Problem ten nie dotyczy chlorohydryn, powstajgcych
jako produkt przytaczenia czgsteczki podchlorynu do wig-
zania podwdjnego lipidow, kwasdw ttuszczowych i chole-
sterolu. Chlorohydryny wykazuja wzglednie wysokg stabil-
no$¢ w obojetnym pH. W $rodowisku zasadowym ulegajg
reakcji eliminacji HC1, co prowadzi do ich przeksztatcenia w
odpowiednie epoksydy [13]. Gt6wnym ograniczeniem przy
wykorzystaniu chlorohydryn jako markera obecnosci pod-
chlorynu w uktadach in vitro i in vivo jest ich niskie stezenie
wynikajace z faktu, ze wigzania podwojne nie sg prefero-
wanym celem ataku podchlorynu, szczegdlnie w obecnosci
niskoczasteczkowych antyoksydantéw, grup holowych czy
aminowych biatek i aminokwaséw. Wykorzystanie chro-
matografii cienkowarstwowej i przeciwciat monoklonal-
nych skierowanych przeciwko chlorohydrynom pozwolito
stwierdzi¢ ich obecno$¢ w btonach erytrocytow poddanych
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dziataniu HOC1, jednak przy stezeniach oksydanta znacz-
nie wyzszych, niz niezbedne do wywotania uszkodzen bia-
tek btonowych [46]. Ograniczenia w mozliwos$ci detekcji
niskich stezen chlorohydryn wydaja sie wynika¢ z ograni-
czen metodycznych i sprzetowych. Zastosowanie czutych
metod jak spektrometria mas (MS) potgczona np. z chro-
matografig cieczowg (LC) czy HPLC, ktéra umozliwia roz-
dzielenie i identyfikacje poszczeg6lnych produktow wydaje
sie stwarza¢ mozliwos$¢ wykorzystania chlorohydryn jako
markeréw HOC1. Dzieki tej technice (LC/MS) udato sie juz
wykazac, ze chlorohydryny sg gtownym produktem po-
wstajgcym w wyniku ekspozycji fosfolipidéw frakcji LDL
(ang. low density lipoproteins) na dziatanie podchlorynu [47].

Alternatywa dla wymienionych wcze$niej zwigzkow
sg chlorowane zasady azotowe (gtdwnie pirymidynowe)
oraz chlorotyrozyna, charakteryzujgce sie obecnoscig jed-
nego lub dwoch atoméw chloru przytaczonych do pierscie-
nia aromatycznego. Najwiekszag frekwencjg wséréd metod
stosowanych do identyfikacji produktéw reakcji HOC1 z
DNA i RNA wyro6znia sie spektrometria mas, ze wzgledu
(przede wszystkim) na swojg czuto$¢. W komérkach pod-
danych dziataniu HOC1 dzieki potaczeniu techniki HPLC z
analizg za pomocg tandemowego spektrometru mas udato
sie wykaza¢ obecno$¢ 8-chloroguaniny, 8-chloroadeniny i
5-chlorocytozyny [34]. Podobnie, obecnos$¢ 5-chlorouracy-
lu stwierdzono za pomocg spektrometrii mas potgczonej
z chromatografia gazowa w komdrkach eksponowanych
na dziatanie podchlorynu w dawkach subletalnych [48].
Otrzymanie przeciwciata monoklonalnego (mAbD3), dla
ktérego epitopem okazata sie by¢ 5-dichloro- i 5-dibromo-
cytydyna, wydawata sie umozliwia¢ dodatkowo ilosciowe
oznaczenie chlorocytozyny dopoki nie odkryto, ze obecnos¢
innych oksydantow wptywa znaczaco na poziom chloro-
wanych zasad azotowych [49]. Nadtlenoazotyn, SIN-1 oraz
uktad generujacy rodnik hydroksylowy (CuCl2askorbi-
nian/HD 2 powodujg zmniejszenie ilosci 8-chloroadeniny,
powstatej w helisie DNA w wyniku ekspozycji na HOCL,
a przy wyzszych stezeniach m.in. nadtlenoazotynu takze
obnizenie poziomu 5-chlorocytozyny [50]. Patrzac przez
pryzmat cech, jakimi powinien charakteryzowac sie marker
biologiczny jest to efekt niepozadany, zwtaszcza biorgc pod
uwage fakt, ze najczesciej reakcja, w ktorej powstaje pod-
chloryn przebiega w $rodowisku o zwiekszonym stezeniu
reaktywnych form tlenu i azotu (wybuch oddechowy w
aktywowanych fagocytach). Podobnie sytuacja wyglagda w
przypadku 3-chlorotyrozyny, ktéra podobnie jak jej dichlo-
ropochodna (3,5-dichlorotyrozyna) uwazana byta do nie-
dawna za stabilny produkt reakcji podchlorynu z tyrozyng i
resztami tyrozynowymi biatek. Udowodniono jednak, ze w
obecnosci takich oksydantéw jak nadtlenoazotyn obnizeniu
ulega poziom zaréwno 3-chlorotyrozyny jak i chlorowa-
nych reszt tyrozynowych biatek [51]. Dlatego tez, podobnie
jak w przypadku chlorowanych zasad azotowych, iloscio-
we oznaczenie stezenia podchlorynu w uktadzie poprzez
oznaczenie stezenia 3-chlorotyrozyny (lub 3- i 3,5-dichlo-
rotyrozyny) moze by¢ obcigzone btedem niedoszacowania.
Co wiecej, watpliwo$¢ budzi takze specyficznos¢ chloro-
wania tyrozyny przez podchloryn. Wykazano bowiem, Zze
zarowno 3-chlorotyrozyna, jak i 3,5-dichlorotyrozyna moga
powstawa¢ w tkankach w wyniku ekspozycji na chlor w
formie gazowej oraz w niskim pH Zzotgdka w obecnosci
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jonoéw chlorkowych [52,53]. Mimo to, 3-chlorotyrozyna
jest jak dotad najpowszechniej (obok aktywnosci mielope-
roksydazy) stosowanym wskaznikiem generowania HOC1
w uktadach biologicznych. Badania udowodnity znaczny
wzrost jej poziomu w surowicy oséb, u ktérych wystapit
zawat serca, a takze w ptytkach miazdzycowych [19,54,55],
Najczesciej stosowanymi metodami w detekcji chloroty-
rozyny sa: spektrometria mas, technika HPLC oraz meto-
dy immunohistochemiczne wykorzystujgce przeciwciata
poliklonalne skierowane przeciwko 3-chlorotyrozynie. Na
uwage zastuguje réwniez fakt, ze produktem koncowym
chlorowania tyrozyny jest 3,5-dichlorotyrozyna i to gtéwnie
ona powstaje przy wysokich stezeniach HOC1. 3-chloroty-
rozyna, dzieki obecnosci elektrofilowego podstawnika przy
weglu C3 pierscienia jest zdecydowanie bardziej podatna
na wprowadzenie drugiego atomu chloru przy weglu C5,
niz tyrozyna na wprowadzenie pierwszego podstawnika,
co sprawia, ze reakcja tworzenia 3-chlorotyrozyny szybko
osigga faze plateau [13]. Dlatego najwtasciwsze wydaje sie
oznaczanie poziomow obydwu produktow reakcji.

PODSUMOWANIE

Znalezienie specyficznego markera, ktérego pojawienie
sie wskazywatoby jednoznacznie na obecno$¢ podchlorynu
w uktadzie oraz walidacja metod jego precyzyjnej detekcji
ma szczegblne znaczenie dla prognozowania rozwoju wielu
chorob, ktore sa wynikiem lub w przebiegu ktérych docho-
dzi do zwiekszonej produkcji tego oksydanta. Rozw6j no-
wych, czutych technik takich jak HPLC, spektrometria mas
czy metody immunohistochemiczne obnizyt prog detekciji,
umozliwiajgc tym samym rozwazanie mozliwosci wyko-
rzystania jako markeréw zwigzkéw, wystepujagcych w ma-
teriale biologicznym w ilosciach $ladowych. Dzieki temu,
stosunkowo niedawno wykryte zwigzki takie jak sulfona-
mid glutationu, chlorohydryny fosfolipidéw i cholesterolu
czy chlorowane zasady azotowe majg szanse sta¢ sie bio-
markerami HOC1, zwitaszcza, jesli uwzglednimy fakt, ze je-
dynym dotychczas klinicznie potwierdzonym wskaznikiem
zwiekszonej produkcji HOC1 jest chlorotyrozyna.
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Markers of chloric acid (I) in biological systems —identification and properties
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ABSTRACT

Reactive oxygen and nitrogen species are attributed to initiation and propagation of many diseases. The demonstration of elevated activity of
myeloperoxidase and the level of 3-chlorotyrosine in atherosclerosis, kidney diseases and chronic inflammations brought about the interest in
the biological role of another strong oxidant —hypochlorite. Concentration of this compound is extremely difficult to estimate in vivo and in
vitro because of its high reactivity. The reaction of hypochlorite with biological compounds lead to formation of chlorohydrins, glutathione
sulfonamides, chloramines, 3- and 3,5-dichlorotyrosines and chlorinated DNA bases (8-chloroadenine, 8-chloroguanine, 5-chlorocytosine and
5-chlorouracil). At least some of these products of hypochlorite action are believed to provide specific HOCI-biomarkers, useful especially in

the analysis of clinical samples, using sensitive detection techniques.
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Sterowanie procesem akwizycji |
wieloparametrowej analizy obrazu

Wprowadzenie

Akwizycja i wieloparametrowa analiza obrazu (ang. high-content imaging)
to szybko rozwijajaca si¢ dziedzina, ktora znalazta zastosowanie we
wszystkich fazach procesu opracowywania leku.1W ostatnim czasie
akwizycja i wieloparametrowa analiza obrazu staje sie coraz powszechniej
wykorzystywanym podstawowym narzedziem badawczym. Jednoczes$nie
poszerzyt sie zakres zastosowan tej technologii - okazata sie ona przydatna
w obszarach, takich jak biologia komorki, badania przesiewowe
(skrining) SsiRNA oraz w innych metodach z zakresu genomiki
czynnosciowej i proteomiki. Niezaleznie od tego, czy uzytkownik
posiada szerokie do$wiadczenie, czy tez jest nowicjuszem w tej dziedzinie,
sterowanie procesem akwizycji i wieloparametrowej analizy obrazu jest
skomplikowanym zadaniem. Doktadne zrozumienie podstawowych
poje¢, strategii i celéw technologii akwizycji i wieloparametrowej
analizy obrazu ma decydujace znaczenie z punktu widzenia zapewnienia
skutecznego i pomys$inego wdrozenia tej technologii. W niniejszym
artykule przeanalizowano niektére z wazniejszych obszaréw, ktore nalezy
uwzgledni¢ w trakcie rozwijania i optymalizacji aplikacji akwizycji i
wieloparametrowej analizy obrazu.

Akwizycje i wieloparametrowa analize obrazu mozna scharakteryzowac
jako potaczenie dwoch lub wiekszej liczby podstawowych zastosowan
mikroskopii fluorescencyjnej, w ktérych materiat biologiczny hodowany
jest na ptytkach wielodotkowych, a akwizycja obrazu i analizy ilosciowej
zostaty w peini zautomatyzowane. Jednoczesne obrazowanie wielu
komorek pozwala na rejestracje i analize wielu parametréow w ramach
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pojedynczego doswiadczenia. Zwigkszona skala i predko$¢ akwizycji
obrazu oraz analiza, konieczne do przeprowadzenia obrazowania
wieloparametrowego, wigzg sie z zastosowaniem zaawansowanej platformy
oprzyrzadowania. Analizatory komoérkowe BD Pathway™ zostaty
zaprojektowane i stworzone specjalnie do obstugi aplikacji akwizycji i
wieloparametrowej analizy obrazu. Sprzet oraz oprogramowanie tworzace
system BD Pathway pozwalajg uzyska¢ maksimum elastycznosci w
zakresie akwizycji obrazu, analizy i wizualizacji danych. Cho¢ specyficzne
mozliwosci platform obrazowania wieloparametrowego réznig sie w
zaleznosci od producenta, wiele tematéw omdéwionych w niniejszej
nocie aplikacyjnej znajduje zastosowanie generalnie wobec dziedziny
obrazowania wieloparametrowego.

Proces obrazowania wieloparametrowego mozna podzieli¢ na cztery
gtéwne etapy: przygotowanie materiatu biologicznego, akwizycje obrazu,
analize obrazu oraz analize danych. W ramach kazdego etapu istnieje
szereg czynnikéw, ktére nalezy wzig¢ pod uwage i zoptymalizowac.
Sterowanie kazdym etapem wigze si¢ z realizacjg szeregu krokow,
a pomysina realizacja danego kroku zalezy od udanej realizacji
poprzedniego. Podczas opracowywania nowej aplikacji, aby zrealizowa¢
okreslone zadanie, czesto konieczne jest dokonanie wyboru sposréd wielu
opcji. Zalety i wady kazdej opcji nalezy doktadnie zbada¢ i rozwazyé.

& BD
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Poza tym, przed rozpoczeciem optymalizacji nalezy dobrze zdefiniowac
cele aplikacji i na kazdym etapie czesto je weryfikowac, aby upewnic sie,
ze wybrane czynniki i opcje pozwolg na realizacje ustalonych celéw.

W Tabeli 1 wymienione sg cztery gtéwne etapy obrazowania
wieloparametrowego oraz kluczowe dla nich czynniki, ktdrych
optymalizacja moze by¢ konieczna w trakcie procesu rozwoju testu.
Niniejsza nota aplikacyjna zawiera szczegblowe omoéwienie wielu z
tych czynnikéw oraz konkretne przyktady pochodzace z kilku aplikacji
obrazowania wieloparametrowego. W ramach niniejszej nory aplikacyjnej
nie byto jednak mozliwosci szczegétowego omoéwienia kazdego czynnika,
totez moze istnie¢ kilka dodatkowych elementéw, ktére wptyng na
Panistwa test.

Tabela 1. Gtéwne etapy obrazowania wieloparametrowego i kluczowe czynniki,
jakie nalezy zoptymalizowac.

Etap 1- Przygotowanie materiatu biologicznego

e Komdrki i hodowla komérkowa
°  Podtoza i suplementy
°  Komérki pierwotne i linie komérkowe
°  Hodowle zawiesinowe
°  Cale organizmy
°  Zywe komérki (oznaczenie kinetyczne)
°  Komérki utrwalone (oznaczanie punktu koricowego)
Liczba pasazy
°  Gesto$¢ komorek na ptytce
¢ Plytki do hodowli obrazowania
¢ Macierze zewnatrzkomérkowe
« Struktura ptytki i dodawanie zwigzkéw chemicznych
« Protokoty dot. obrazowania ptytek i odczynniki detekcyjne

Etap 2 - Akwizycja obrazu

«  Zrodio o$wietlenia

e Zestawy filtrow

¢ Soczewki obiektywu

« Ustawienia aparatu

* Rozdzielczo$¢ obrazu

e Liczba p6l obrazowania (montaz)

¢ Metody automatycznego ustawiania ostrosci
¢ Skfadanie planéw fokalnych w osi Z

Etap 3 - Analiza obrazu

¢ Przetwarzanie obrazu
e Segmentacja
¢ Cechy Pomiarowe

Etap 4 - Analiza iwizualizacja danych

« Klasyfikacja danych

e Mapy termiczne

*  Wykresy rozproszone

e Ograniczenia parametrow (progi odcigcia)

* Odsetek komérek odpowiadajacych na czynnik
*  Krzywe odpowiedzi na dawke

e Wspotczynnik Z°’

e Stosunek sygnatu do szumu

Etap 1 - Przygotowanie materiatu biologicznego

Jednym z najwazniejszych czynnikdéw przyczyniajacych sie do sukcesu
testu opartego na komdrkach jest okreslenie i wykorzystanie stabilnego
i sprawdzonego modelu biologicznego. Istnieje szereg czynnikéw, ktére
nalezy wzig¢ pod uwage podczas wybierania lub opracowywania systemu
modelu. Komérki w hodowli sg dynamiczne i nigdy nie nalezy zaktadac,
ze stanowig jednorodna populacje. Powinny one by¢ okresowo badane
pod katem czynnosciowym, aby mie¢ pewnos¢, ze wraz ze wzrostem liczby
pasazy zachowuja pozadane cechy i odpowiedzi. Podtoze do hodowli
komorek i suplementy majg réwniez decydujace znaczenie z punktu
widzenia cech komdrek. Nalezy rozwazy¢ zastosowanie Kilku réznych
rodzajow komoérek i podtozy hodowlanych, a nastepnie poréwnac je,
aby wybraé¢ kombinacje, ktéra najlepiej odpowiada og6lnemu dziataniu
testu. Poza tym Srodowisko zewnatrzkomérkowe ma wptyw na sposéb
przylegania komérek do substratu, wzrost i odpowiedZ na zastosowane
leki. Aspekty biologiczne sg swoiste dla kazdego rodzaju komérki,
systemu testu oraz metody analizy, totez nalezy je we wiasciwy sposdb
zoptymalizowaé. Zoptymalizowanie kazdego spos$réd wielu aspektow
biologicznych na poczatku procesu rozwoju testu zaoszczedzi znaczng
ilos¢ czasu i naktadu pracy w og6lnym rozrachunku.

Komérki i hodowla komérkowa

Wybranie wilasciwego rodzaju komérki moze mie¢ istotny wplyw
na wyniki testu. Nalezy wybra¢ komoérki najodpowiedniejsze dla
testu. Konieczna jest ocena parametréw takich jak gatunek i rodzaj
tkanki, z ktérej pochodzg komérki, jak rdwniez obecno$¢ lub brak
specyficznych szlakéw sygnatowych. W przesztosci do testow opartych
na komoérkach wykorzystywano linie komérkowe oraz komorki
pierwotne. Linie komérkowe wyprowadzano z wielu réznych tkanek
i skutecznie wykorzystywano w rozmaitych testach opartych na
komorkach. Linie komoérkowe takie jak HeLa, U2-OS i CHO-K1 s3
fatwo dostepne, mozna je do$¢ tatwo namnazaé, a ich proliferacja w
hodowli moze by¢ nieskoriczona. Z tych powodéw ogromng wiekszos$¢
testow wykorzystujgcych technologie obrazowania wieloparametrowego
opracowano w oparciu o linie komoérkowe. Komérki pierwotne moga
teoretycznie stanowi¢ lepszy system modelu, poniewaz sg bardziej
zblizone pod wzgledem genetycznym i fenotypowym do Srodowiska
in vivo. Komorki te muszg by¢ jednak pozyskiwane ze zwierzat lub
cztowieka, ogélnie wymagaja bardziej wyspecjalizowanych warunkéw
wzrostu i moga by¢ utrzymane w hodowli tylko przez ograniczony
czas. Z tego wzgledu komorki pierwotne sa generalnie wykorzystywane
tylko wtedy, gdy korzysci przewyzszajg naktady. Komorki macierzyste -
zaréwno ,,dziewicze”, jak i poddane réznicowaniu - stanowig potencjalnie
obiecujacg alternatywe zaréwno dla ustalonych linii komérkowych,
jak i komorek pierwotnych, ale obecnie wymagania w zakresie wzrostu
i utrzymania tych komorek nie sg wystarczajgco dopracowane, aby
mozna je bylo wykorzysta¢c do wiekszosci aplikacji obrazowania
wieloparametrowego.

Linie komoérek adherentnych w formie hodowli jednowarstwowej s3
generalnie rozwazane w pierwszej kolejnosci do zastosowania w testach
wykorzystujacych przetwarzanie wieloparametrowe z powodu wzglednie
fatwego sposobu utrwalania i obrazowania. Niemniej jednak do
opracowania nowych aplikacji obrazowania wieloparametrowego mozna
uzy¢ alternatywnych modeli: moga to by¢ komarki zawiesinowe, komorki
hodowane w uktadach wielowarstwowych lub tez cate organizmy, takie
jak C. elegans czy embriony danio pregowanego. Systemy BD Pathway™
nadaja si¢ w unikalny sposéb do obrazowania tych réznorodnych i
wymagajacych rodzajow probek. Dla przyktadu, podczas akwizycji
obrazu, soczewka obiektywu przesuwa sie od dotka do dotka, podczas gdy
probka pozostaje nieruchoma. Utatwia ro przeprowadzenie obrazowania
luzno przyczepionych komdrek i komdrek w zawiesinie bez zaktocania
ich funkcjonowania. Poza tym elastyczno$¢ wyboru trybéw obrazowania
— szerokopolowego, konfokalnego i montazowego — pozwala na
wielowymiarowe obrazowanie rozmaitych prébek biologicznych (patrz
rozdziat Akwizycja obrazu).
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Nalezy réwniez zastanowi¢ sig, czy zastosowa¢ komérki zywe (w
oznaczeniach kinetycznych) czy tez utrwalone (w oznaczeniach punktéw
koncowych). W przypadku komérek zywych mozna uzy¢ automatycznego
fluorescencyjnego obrazowania typu time-lapse (poklatkowego) i systemu
dozowania w celu zaobserwowania odpowiedzi komérek na dodanie
zwigzku chemicznego w czasie rzeczywistym. Wykorzystanie zywych
komdrek w aplikacjach obrazowania wieloparametrowego zazwyczaj
wigze sie z koniecznoscig po$wiecenia dodatkowego czasu na opracowanie,
optymalizacje i wdrozenie testow. Z drugiej strony tatwiej jest wdrozy¢
oznaczenia punktéw konicowych doswiadczen zwykorzystaniem komérek
utrwalonych. Umozliwia to wybdr punktu zatrzymania doswiadczenia,
utatwia automatyzacje procesu, optymalizujac przerob prébek. Z uwagi
na przejSciowy charakter wielu odpowiedzi biologicznych, konieczne
moze okaza¢ sie przeprowadzenie doswiadczen wstepnych z komérkami
zywymi lub komdrkami utrwalonymi w réznych punktach czasowych
po dodaniu odczynnika (stymulant, inhibitor itp.), aby zbada¢ i
zoptymalizowaé aspekty kinetyczne odpowiedzi komérkowej.

W trakcie pomiaru odpowiedzi biologicznej, komoérki kontrolne
powinny posiada¢ niski poziom wyjsciowy i wysoki poziom odpowiedzi,
z jednoczesnym zachowaniem wysokiej wrazliwosci na badany czynnik.
Zwiekszona liczba pasazy moze zmienia¢ wiasciwosci linii komdrkowej,
np. odpowiedZ na bodziec, tempo wzrostu, synteze biatek i szlaki
sygnatowe.2 W przyktadzie przedstawionym na Rycinie 1, komorki
HeLa po wielokrotnym pasazu ujawnity mniejszg translokacje biatek
NF-kB : cytoplazmy do jgdra w odpowiedzi na czynnik martwicy
nowotworu alfa (TNF-a) niz w przypadku komérek o matej liczbie
pasazy. W celu zapewnienia spéjnych wynikéw testu w czasie, komorki
nalezy utrzymywac¢ na wzglednie niskim poziomie pasazowania. Wraz
ze wzrostem liczby pasazy, komarki nalezy okresowo bada¢ pod katem
odpowiednich odpowiedzi w systemie testu.

Nalezy gruntownie rozwazy¢ rozmaite techniki hodowli komérek. Dla
przyktadu, umieszczenie $wiezo posianych piytek w inkubatorze w
atmosferze CO, moze spowodowaé nieréwne rozmieszczenie komorek
w dotkach na obrzezach ptytki.3 Ponadto inkubowanie ptytek przy
poziomach wilgotnosci ponizej optymalnych moze spowodowac
nieréwng utrate podloza na brzegach piytki wskutek odparowania.
Opisywane nieprawidtowosci, a takze wiele innych, moga zwieksza¢
liczbe artefaktéw obserwowanych w dotkach zlokalizowanych na
brzegach ptytki (zjawisko zwane ,efektem brzegowym”) i przyczynia¢
sie do zr6znicowania wynikow testu pomiedzy ptytkami. Pozostawienie
Swiezo posianych plytek w temperaturze pokojowej przez okoto 30

Hjgh-Passage Cells Low-Passage Cells

Rycina 1. Utrata czutosci testu w przypadku komérek o duzej liczbie pasazy.
Hodowle komérek HelLa o wysokiej liczbie pasazy (pasaz 32 po nabyciu, Panel
A) i o niskiej liczbie pasazy (pasaz 2 po nabyciu, Panel B) zbadano pod katem
czynnosciowym przy uzyciu testu translokacji NF-kB do jadra. Komoérki poddano
dziataniu TNF-a (50 ng/ml) przez 30 minut, a nastepnie przygotowano do
bawienia z zastosowaniem przeciwciata anty-NF-KB. W komérkach o wyzszej
liczbie pasazy, pozytywng odpowiedZz zaobserwowano tylko w subpopulacji
komérek, na co wskazato barwienie z zastosowaniem przeciwciata anty-NF-KB
w jadrze. W hodowli komérek o niskiej liczbie pasazy, wszystkie komérki ujawnity
silng pozytywna odpowiedz. Akwizycji obrazéw (przyciete) dokonano przy uzyciu
obiektywu o powiekszeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 855.
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minut przed umieszczeniem ich w inkubatorze w atmosferze CO, w
temperaturze 37°C moze spowodowac bardziej réwnomierny rozktad
komorek w kazdym dotku, co opisat Lundholt.3Utrzymanie optymalnego
poziomu wilgotnosci w inkubatorze oraz stosowanie ptytek z pokrywami
regulujacymi parowanie oraz pierscieniami kondensacyjnymi, jak phytki
hodowlane do obrazowania BD Falcon™ (Nr Kat. 353219) pomaga
zapobiec nieréwnej utracie podtoza hodowlanego i moze znaczaco
zredukowac efekt brzegowy.

Istotne jest okreslenie i rozmieszczenie na plytkach optymalnej liczby
komorek dla kazdej aplikacji. Gesto$¢ komorek na plytce testowej zalezy
od wielu czynnikéw, miedzy innymi od wielkosci komdrek, tempa
wzrostu, stosowanego leku oraz czasu pozostawania w hodowli. Jesli
komérki sa nieliczne, konieczna bedzie akwizycja dodatkowych pdl
obrazu w celu uzyskania statystycznie istotnej liczby komérek. Z drugiej
strony, jesli gestos¢ komorek jest zbyt duza, ich segmentacja na pojedyncze
komarki moze sie okaza¢ niemozliwa. Rycina 2 pokazuje wptyw gestosci
komérek na zdolno$¢ segmentacji pojedynczych komérek.

Gestos¢ komoérek moze réwniez wpltywaé na sposéb odpowiedzi
populacji na zastosowany lek, a przez to istotnie wptywa na dziatanie
testu. Umieszczenie na 96-dotkowej ptytce komdrek FleLa w liczbie od
8 000 do 10 000 na jeden dotek sprawdza sie w przypadku aplikacji, w
ktorych zywe komorki lub komoérki poddane dziataniu leku utrwalone
sg i obrazowane w ciagu 24 godzin. Taka gestos¢ komoérek na phytce
sprawdza sie réwniez w przypadku komérek o zblizonej wielkosci i czasie
podwojenia, np. A549 i U2-0S. Komorki o r6znych rozmiarach i czasach
generacji wymagajg zastosowania innych poziomoéw gestosci komérek na
ptytce. Aplikacje, w ktérych komorki sg pozostawiane w hodowli przez
dhuzszy czas, bedg wymagac optymalizacji wstepnej gestosci komérek na
ptytce. | w koricu, reczne zliczenie i umieszczenie komérek na plytce
moze prowadzi¢ do zmiennosci wynikéw pomiedzy poszczegdlnymi
dniami, zwilaszcza gdy procedure wykonujg rézne osoby. Urzadzenie do
automatycznego liczenia komérek, moze wyeliminowa¢ zmienno$¢ z
procesu liczenia komorek i zapewni¢ spojne wyniki kazdego dnia. Dzigki
zastosowaniu automatycznego urzgdzenia do umieszczania komérek na
ptytce, zmienno$¢ te mozna jeszcze bardziej kontrolowac.

Low Density High Density

ROIs

Segmentation
Masks

Rycina 2. Wptyw gestosci komérek na segmentacje pojedynczych
komérek. Komérki CHO-K1 posiano na plytki, zachowujac niska i wysoka
gesto$¢. Nastepnego dnia komoérki poddano barwieniu odczynnikiem Hoechsta
i obrazowaniu. Przy uzyciu oprogramowania BD AttoVision™ wykonano
segmentacje obrazéw i wygenerowano obszary zainteresowania (ang. region
of interest -ROI, Panele A i B) i maske segmentacji (Panele C i D, kolory
przypisane losowo). Przy duzej gestosci komérek (Panele B i D), segmentacja
poszczegélnych komoérek byta trudniejsza niz w przypadku matej gestosci
komérek (Panele A i C). Obrazy uzyskano przy uzyciu obiektywu o powigkszeniu
20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 435.
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Ptytki hodowlane do obrazowania

Istnieje wiele rodzajow ptytek wielodotkowych. Wybranie wiasciwej
ptytki jest bardzo istotne - rodzaj wybranej ptytki do obrazowania moze
na przyktad w duzym stopniu dyktowac rodzaj soczewki obiektywu,
jaki mozna zastosowa¢. W Tabeli 2 wymieniono gtéwne zalety i wady
réznych rodzajow ptytek obrazowych.

Grubos$¢ phytek grubodennych wynosi zazwyczaj >500 mikrondw.
Wymagajg one zastosowania obiektywdw o duzej odlegtosci roboczej
{ang. long working distance —LWD) do wykonania obrazowania prébki.
Obiektywy typu LWD posiadajg na ogdt nizsza warto$¢ apertury
numerycznej (NA), ktéra jest miarg zdolnosci zbierania S$wiatta i
rozdzielczo$ci optycznej (dokfadniejsze omdwienie odlegtosci roboczej
i NA znajduje sie w punkcie Soczewki Obiektywo6w). Zastosowanie
ptytek grubodennych moze réwniez wygenerowaé wiecej szumu tta
fluorescencyjnego na obrazach. Niemniej jednak plastikowe ptytki
grubodenne sg na 0g6t bardziej ptaskie od ptytek cienkich, poniewaz dna
tych phytek sg sztywniejsze. Poza tym ptytki grubodenne sg dostepne w
postaci fabrycznie optaszczonej (ptytki BD BioCoat™) réznego rodzaju
macierzami zewnatrzkomérkowymi (ECM).

Grubos¢ plastikowych ptytek cienkodennych wynosi zazwyczaj <250
mikronéw i obrazowania mozna dokona¢ przy uzyciu obiektywéw o
wysokiej wartosci NA i matej odlegtosci roboczej. Dla przyktadu: dna
96-dotkowych ptytek obrazowych BD Falcon™ posiadajg grubo$¢ okoto
190 mikronéw. Ze wzgledu na niewielkg grubo$¢ materiatu, z ktérego
wykonane jest dno ptytki, oraz wzglednie duzg szeroko$¢ dotkéw (okoto
6 mm S$rednicy), powierzchnia obrazowania cienkich plastikowych
ptytek 96-dotkowych moze byé mikroskopijnie wypukta. Centralny
obszar dotka plastikowej, ptaskodennej ptytki 96-dotkowej stanowi jego
najbardziej ptaska cze$¢ (bardziej ptaska wzgledem stref dalszych od
$rodka dotka). Z tego wzgledu, aby uzyska¢ najlepsze wyniki zaleca sie
wykonywanie obrazowania w $rodku dotka lub mozliwie blisko $rodka
dotka. W przypadku cienkich, plastikowych ptytek 384-dotkowych,
obszar pomiedzy dotkami jest mniejszy, co daje bardziej ptaska
powierzchnie obrazowania.

W celu przebadania wiekszej liczby prébek, mozna zastosowac
formaty ptytek wielodotkowych o liczbie dotkéw powyzej 96. Na ogot
przejscie z ptytki 96-dotkowej na 384-dotkowa zapewnia wystarczajace
zwigkszenia ilosci prébek, niemniej jednak dostepne sg réwniez pytki
1536-dotkowe. Przejscie z jednego formatu plytki na inny wymaga
sprawdzenia wszystkich protokotéw, w tym obrébki komérek. Dla
przyktadu, protokoty utrwalania i permeabilizacji opracowane dla testu
z ptytkg 96-dotkowa nie mogg by¢ w sposéb bezposredni przeniesione
na format 384-dotkowy. Cho¢ kazdy dotek 384-dotkowej phytki
odpowiada w przyblizeniu jednej czwartej powierzchni i objetosci
dotka plytki 96-dotkowej, nie zawsze w prosty sposéb mozna podzieli¢
objeto$¢ wszystkich odczynnikéw przez cztery. Poza tym praca z ptytkami
384-dotkowymi w trybie recznym jest trudniejsza. Z tego wzgledu do
umieszczania komdrek na phytkach 384-dotkowych i obrébki takich
ptytek czesto wykorzystuje sie automatyczne aparaty z funkcja dozowania
i aspiracji.

Tabela 2. Zalety i wady ptytek obrazowych.

Metody wykorzystywane w tych zautomatyzowanych platformach jednak
nalezy rowniez zoptymalizowa¢. Dla przyktadu, automatyczny sprzet do
obrébki ptytki pozostawia na ogét pewng objetos¢ rezydualng materiatu
w kazdym dotku. W efekcie moga zaistnie¢ dwa negatywne skutki:
rozcienczony odczynnik pozostajacy w dotkach, ktory zaktéca kolejne
etapy realizacji testu i objeto$¢ rezydualna, powodujaca rozciericzenie
kolejnego odczynnika do stezenia ponizej optymalnego. Pierwszy skutek
mozna wyeliminowa¢ poprzez zastosowanie etap6éw dodatkowego
ptukania, aby rozcienczy¢ odczynnik do takiego stezenia, przy ktérym
nie bedzie on wptywat na dalszy przebieg procesu. Nalezy jednak
zachowaé ostroznos¢ i ustali¢, czy dodatkowe ptukanie nie zniszczy
delikatnych struktur komérek lub luzno przyczepionych komérek.
Wyeliminowanie drugiego efektu wymaga zastosowania odczynnikow
o wiekszych stezeniach, aby zrekompensowaé rozciefczenie przez
objetos$¢ rezydualng. Rycina 3 przedstawia przyktad testu, w ktérym etap
permeabilizacji 90% metanolem byt skuteczny w przypadku recznego
wykonania testu z uzyciem 96-dotkowej phytki, za§ w przypadku
automatycznej realizacji testu w formacie 384-dotkowym okazat sie
nieskuteczny. Wskutek pozostawienia okoto 10 pl objetosci rezydualnej
po zastosowaniu ptuczki do ptytek, 90% metanol zostat rozciefczony
do stezenia, przy ktérym stracit wiasciwosci skutecznego odczynnika
do permeabilizacji. Po zastosowaniu 100% metanolu w celu uzyskania
efektywnego stezenia na poziomie 90%, przywrocono mozliwosé
barwienia z zastosowaniem przeciwciat. Opisywane problemy zwigzane z
obrébka ptytek moga réwniez wptywac na wyniki w przypadku przejscia
z plytek o standardowych objetosciach na ptytki o matych objetosciach
konserwowanych przez odczynnik lub ptytek o zmniejszonym o potowe
obszarze (ang. halfarea plates).

100% Methanol

90% Methanol

Rycina 3. Poréwnanie wplywu stezenia buforu metanolowego w celu
uzyskania permeabilizacji na barwienie przeciwciatem na ptytkach
384-dotkowych. Plytki 384-dotkowe cienkodenne (Nr Kat. 353221) zostaly
poddane obrébce w trybie automatycznym. Komérki C6 zostaty utrwalone za
pomocg paraformaldehydu, przeptukane roztworem PBS, a przed ptukaniem
i barwieniem mysim przeciwciatem przeciwko p-tubulinie (BD™ Bioimaging
Certified Alexa Fluor® 555 mouse anti-p-tubulin antibody, Nr Kat. 558605)
dodano 100 gl 90% metanolu (Panel A) lub 100% metanolu (Panel B). Akwizycji
obrazu komérek znakowanych odczynnikiem Hoechsta (niebieski) i p-tubuling
(czerwony) dokonano przy uzyciu obiektywu o powiekszeniu 20x (0,75 NA) w
aparacie BD Pathway™ 435 i scalonego kanatu koloru.

Rodzaj ptytki Zalety Wady
Gruby plastik * Moze by¢ bardziej ptaska niz cienkie ptytki plastikowe * Wymaga zastosowania obiektywow
> 500 mikron6w « Dostepna w wielu wersjach optaszczenia (BD BioCoat) typu LWD (niska wartos¢ NA)

Cienki plastik *  Wozglednie ptaska
<250 mikronow e Pozwala na uzycie obiektywdw o wysokiej
rozdzielczosci (wysoka wartos¢ NA)

Szklana ¢ Plaska
<200 mikronéw * Pozwala na uzycie obiektywo6w o wysokiej
rozdzielczosci (wysoka warto$¢ NA)
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Macierze zewnagtrzkomoérkowe

Najczesciej stosowane linie komorek adherentnych dobrze sie
przytwierdzaja do ptytek o odpowiednio natadowanej powierzchni (ang.
tissue-culture-treated). Pewne rodzaje komoérek moga jednak nie przylega¢
lub nie rozprzestrzenia¢ sie w optymalny sposéb na tego rodzaju
powierzchni. Dostepne sg rozmaite macierze zewnatrzkomoérkowe
(ECM), takie jak BD Matrigel™, kolagen, poli-D-lizyna, badZ inne
rodzaje optaszczenia - w postaci fabrycznie optaszczonych ptytek (BD
BioCoat™) lub oddzielnych odczynnikéw. Sposéb przylegania komérek
do rozmaitych typéw powierzchni jest zréznicowany. Komérki luzno
przylegajgce lub komdrki zawiesinowe, jak np. komérki chioniaka
mysiego, moga wymaga¢ zastosowania powloki pozwalajacej na
utrzymanie kontaktu z powierzchnig ptytki. Tabela 3 zawiera wykaz
rodzajow optaszczenia ptytek zalecanych do kilku konkretnych aplikacji
obrazowania wieloparametrowego.

Tabela 3. ECM do r6znych aplikacii.

ECM Komérki Aplikacja
Brak HelLa NF-kB
Kolagen PC12 i SH-SY5Y Rozrost neurytéw
BD Matrigel CHO-K1 Mikronukleus
HUVEC-2 Angiogeneza
Poli-D-lizyna L5178Y (chtoniak Mikronukleus

mysi)

Znaczenie uzycia wiasciwej macierzy ECM zostalo przedstawione na
Rycinie 4. Hodowle komérek SH-SY5Y (linia komérek neuronalnych)
prowadzono na ptytkach nieoptaszczonych i ptytkach optaszczonych
kolagenem, a nastepnie poddano je dziataniu paraformaldehydu i
metanolu. Liczbe komérek zachowanych na ptytkach okreslono poprzez
zliczenie jader barwionych odczynnikiem Hoechsta. Po zakonczeniu
procedury stwierdzono, iz na ptytce optaszczonej kolagenem pozostato
> 2,5-krotnie wiecej komorek niz na ptytce nieoptaszczonej.

The Effect of ECM on Cell Number

400

Average Number of Nuclei/Well

Noncoated Collagen Coated

Rycina4. Poréwnanie ptytki nieoptaszczonejz plytkgoptaszczong kolagenem.
Roéwna liczba komérek SH-SY5Y zostala umieszczona na nieoptaszczonych
i optaszczonych kolagenem 96-dotkowych plytkach obrazowych BD Falcon™
oraz poddana hodowli. Nastepnie komoérki potraktowano paraformaldehydem
i metanolem. Obrazy jgder barwionych odczynnikiem poddano segmentacii,
zliczono je i sporzadzono wykres $redniej liczby jader na jeden dotek. N = 48
dotkéw + SEM.
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Struktura ptytki i dodawanie zwigzkéw chemicznych

Aby uzyska¢ solidne i statystycznie istotne dane z testéw, przed
naniesieniem probek nalezy ostroznie zaplanowa¢ parametry plytek,
np. okresli¢ liczbe powtérzen dotkdw (ang. replicate wells). Bez ustalenia
odpowiedniej liczby powtdrzen dotkéw, poziomy ufnosci dla wynikow
sg nizsze, a wnioski wyciggniete w oparciu o te dane mogg by¢ mato
wiarygodne. Poza tym, na wynik do$wiadczenia wptywaé moze réwniez
lokalizacja dotkéw powtérzonych na plytce. Nalezy przeanalizowaé
dane w celu ustalenia, czy efekt brzegowy wptynie na wyniki. Jesli cele
doswiadczenia obejmuja okredlenie tzw. okna testu i jego stabilnosci,
ptytka testowa powinna zawiera¢ duzg liczbe dotkéw stanowigcych
kontrole pozytywng i negatywna. Dane wygenerowane w oparciu o taka
strukture ptytki moga by¢ nastepnie uzyte do obliczenia okna testu (iloraz
wartosci uzyskanych z dotkéw potraktowanych zgodnie z procedurg testu
przez warto$ci uzyskane z dotkéw kontrolnych) oraz jego stabilnosci
(wspotczynnik Z7°).4 Ewentualnie jesli celem jest okreslenie czutosci
testu, na ptytke powinny by¢ naniesione serie rozciernczern odpowiednich
zwigzkéw we wiasciwych stezeniach dla uzyskania petnej odpowiedzi
biologicznej. W celu uzyskania optymalnej krzywej, nalezy uzyska¢
stosowng liczbe punktéw danych po kazdej stronie punktu srodkowego.
W oparciu o ten rodzaj struktury ptytki mozna obliczy¢ wartos¢ EC®lub
1C9 (patrz rozdziat Analiza Danych i Wizualizacja).

Protokoty dotyczace przetwarzania
ptytek i odczynniki detekcyjne

Niezaleznie od tego, czy korzysta sie z zywych komérek czy dokonuje
oznaczen punktéw koncowych doswiadczenia na komérkach utrwalonych,
zwykle przed obrazowaniem nalezy przeprowadzi¢ pewnego rodzaju
obrébke plytki. Nalezy zachowaé ostrozno$¢ i dopilnowac, aby kroki w
ramach obrobki ptytki nie wptynety negatywnie na wyniki testu. Dla
przyktadu komérki mitotyczne i apoptotyczne sa zaokraglone i moga
luzno przylega¢ do powierzchni ptytki, dlatego tez jesli przed utrwaleniem
dokonuje sie aspiracji pozywki, moze doj$¢ do odczepienia i utraty tych
komérek. Nadmierna utrata komorek podczas obrébki plytki prowadzi
do niedostatecznej reprezentacji specyficznych populacji komérek. Aby
zminimalizowaé utrate luzno przyczepionych komérek, mozna dodaé
roztwor utrwalacza o wigkszym stezeniu (dwukrotnie lub jeszcze bardziej
stezony) bezposrednio do pozywki hodowlanej, a nie usuwaé ja przed
utrwaleniem. Sytuacja wyglada podobnie w przypadku ztozonych struktur
komorkowych, np. neurytéw poddanych réznicowaniu, ktére sg bardzo
delikatne i moga tatwo ulec uszkodzeniu lub oderwa¢ od powierzchni
ptytki w trakcie obrébki ptytki. Na Rycinie 5 przedstawiono znaczenie
zastosowania odczynnikéw redukujacych liczbe etapow ptukania w
przypadku komoérek o wrazliwych strukturach. W tym tescie, uzycie
bezposrednio skoniugowanego przeciwciata wyeliminowato 40% etapow
ptukania i ograniczyto uszkodzenie neurytéw. Byto to szczegdlnie widoczne
w przypadku wyzszych stezent NGF, gdy wypustki staja sie dtuzsze i bardziej
ztozone.

Wybér odczynnikéw do utrwalania komérek i w szczeg6lnosci do
permeabilizacji ma decydujace znaczenie dla uzyskania optymalnych
wynikéw testu. Istnieje szereg odczynnikéw utrwalajacych, stosowanych
w mikroskopii fluorescencyjnej. StwierdziliSmy, ze w aplikacjach
obrazowania wieloparametrowego dobrze sprawdza sie formaldehyd
lub paraformaldehyd (3,7 do 4%). Podczas znakowania biatek
wewnatrzkomoérkowych przeciwciatem konieczne jest zastosowanie etapu
permeabilizacji. Wybdr odczynnika do permeabilizacji jest jednak nieco
bardziej skomplikowany, gdyz nie wszystkie odczynniki do permeabilizacji
w optymalny sposéb wspotdziatajg ze wszystkimi przeciwciatami. Na
Rycinie 6 przedstawiono wybrane przyktady pochodzace z duzego
skriningu przeciwcial, w ktérym zastosowano permeabilizacje z uzyciem
Triton™ X-100 lub metanolu dla kazdego przeciwciata. W przypadku
niektorych przeciwciat obie metody permeabilizacji sprawdzity sie réwnie
dobrze, niemniej jednak w przypadku innych tylko jedna z metod data
zadowalajace wyniki. Z tego wzgledu metody utrwalania i permeabilizacji
oraz odczynniki nalezy optymalizowa¢ pod katem specyficznych sond
stosowanych w tescie. Jest to szczegdlnie wazne podczas multipleksowania
(zwielokrotnianie) réznych przeciwciat lub sond.
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Rycina 5. Poréwnanie odczynnikéw i protokotow. Komérki PC12 zostaly poddane dziataniu rosngcych stezern czynnika wzrostu nerwéw (NGF) w celu zréznicowania
wypustek neurytéw. Komorki zostaty nastepnie utrwalone, poddane obrébce i barwieniu przy uzyciu przeciwciata przeciwko p-tubulinie (BD™ Bioimaging Certified p-tubulin
antibody), ktére byto albo przeciwcialem pierwszorzedowym przeciwko p-tubulinie (Nr Kat. 556321), po ktérym uzyto znakowanego przeciwciata drugorzedowego (Panel
A), albo bezposrednio skoniugowanym przeciwciatem przeciwko p-tubulinie (Nr Kat. 558605, Panel B). Rycina przedstawia miniatury obrazéw czterech powtérzeri dotkéw
w pesudokolorach, dla kazdej dawki NGF i metody barwienia przeciwciatem. Akwizycji obrazéw dokonano przy uzyciu obiektywu o powiekszeniu 20x (0,75 NA) systemu
BD Pathway™ 855.

G3BP Gelsolin HDAC3

Methanol

Rycina 6. Poréwnanie barwienia przeciwciatem przy uzyciu réznych metod permeabilizacji. Komérki U2-OS zostaty utrwalone formaldehydem, a nastepnie poddane
dziataniu 0,1% Triton X-100 (Panele A-C) lub 90% metanolu (Panele D-F). Nastepnie przeprowadzono barwienie trzema r6znymi mysimi przeciwciatami monoklonalnymi,
certyfikowanymi do obrazowania biologicznego (BD Bioimaging Certified). Przeciwcialo pierwszorzedowe zostalo wybarwione przy uzyciu drugorzedowego przeciwciata
przeciw mysiej IgG skoniugowanego z APC (Nr Kat. 550826). G3BP, biatko wigzace z domeng RasGAP SH3 (Nr Kat. 611127, Panele A i D) wykazato takie same wzorce
barwienia po zastosowaniu obu odczynnikéw do permeabilizacji, natomiast Gelsolina, biatko rozcinajace filamenty aktynowe (Nr Kat. 610413, Panele B i E) zadziatala tylko
z Triton X-100. HDACS3, deacetylaza histonowa 3 (Nr Kat. 611125, Panele C i F) najlepiej reagowala z metanolem. Akwizycji obrazéw dokonano przy uzyciu obiektywu o
powiekszeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 855.
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Lista odczynnikéw, barwnikéw fluorescencyjnych, sond i protokotéw
dostepnych do stosowania w aplikacjach do badan biologicznych rozszerza
sie w szybkim tempie. Niemniej jednak odczynnik wspotdziatajacy
z jedng aplikacjg moze nie nadawac si¢ do zastosowania w innej. Dla
przyktadu opracowano szereg bezposrednio skoniugowanych przeciwciat
do stosowania w cytometrii przeptywowej, ale w wielu przypadkach
przeciwciata te zostaty skoniugowane z barwnikami (takimi jak FITC lub
PE), ktdre tatwo ulegajg fotowybielaniu [ang. photobleaching) w systemach
obrazowania, w Kktorych rejestratorem jest kamera. Barwniki oraz
sondy fluorescencyjne stosowane w obrazowaniu wieloparametrowym
nalezy dobiera¢ ostroznie, z uwzglednieniem jasnosci, fotostabilnosci i
kompatybilno$ci z innymi odczynnikami.

Barwienie immunofluorescencyjne przeciwciatami to metoda
powszechnie stosowana do wykrywania i lokalizowania antygenéw
w pojedynczych komérkach, ale wiele spo$réd dostepnych na rynku
przeciwciat nie zostato przetestowanych pod katem przydatnosci w
aplikacjach obrazowania wieloparametrowego. Poza tym, mozliwo$¢
uzyciawielu przeciwciat (multipleksowania) jest ograniczonazewzgledu
na reaktywno$¢ krzyzowg pomiedzy gatunkami w przypadku uzycia
standardowych, nieznakowanych przeciwciat pierwszorzedowych
ze znakowanymi przeciwciatami drugorzedowymi. Aby utatwié
uzycie przeciwciat w aplikacjach obrazowania wieloparametrowego
wykorzystujagcych multipleksowanie, BD Biosciences zainicjowato
proces skriningu przy uzyciu automatycznego obrazowania w
celu dokonania oceny przeciwcial monoklonalnych pod katem ich
przydatno$ci w obrazowaniu biologicznym. Projekt ten obejmowat
poczatkowo specyficznosci, ktdre rozpoznaja biatka zaangazowane
w komdrkowe szlaki sygnatowe, cykl komoérkowy, proces apoptozy
i nowotworowy. Nastepnie skriningowi poddano przeciwciata
wiasciwe dla zastosowan w zakresie neurobiologii i embrionalnych
komérek macierzystych. Przeciwciala przetestowano przy uzyciu
linii komérkowych i metod wiasciwych dla aplikacji skriningu
wieloparametrowego na automatycznych platformach obrazowania.
Zalecenia  dotyczace metody permeabilizacji oraz  stezenia
przeciwciata sa zawarte w karcie danych technicznych kazdego
odczynnika certyfikowanego do obrazowania biologicznego (BD™
Bioimaging Certified Reagent). W celu uzyskania doktadniejszych
informacji na temat rozwoju certyfikowanych odczynnikéw
przeciwcial, nalezy siegna¢ do noty aplikacyjnej ,,Screening and
Development of Antibodies for Use in Cell-Based Assays Using
Immunofluorescence Microscopy” (Skrining i Rozw6j Przeciwciat do
Stosowania w Testach Komérkowych z Wykorzystaniem Mikroskopii
Immunofluorescencyjnej), dostepnej na stronie bdbiosciences.com/
pdfs/whitePapers/07-A790030- 18A.pdf

W efekcie projektu skriningu przeciwciat, powstaty dwie odrebne
linie odczynnikéw certyfikowanych do obrazowania biologicznego
(BD™ Bioimaging Certified Reagent). Jedna duza grupa obejmuje
nieznakowane przeciwciata pierwszorzedowe, ktdre wykazaly og6ing
przydatno$¢ w aplikacjach obrazowania biologicznego. Druga grupa
obejmuje podzestaw tych odczynnikéw, ktére zostaty bezposrednio
sprzezone z wieloma rozmaitymi fluoroforami. Bezpos$rednio
skoniugowane przeciwciata umozliwiajg multipleksowanie na
wysokim poziomie (trzy lub cztery kolory) w rozmaitych aplikacjach
obrazowania wieloparametrowego. W celu uzyskania najbardziej
aktualnego wykazu odczynnikéw certyfikowanych do obrazowania
biologicznego BD Bioimaging Certified Reagents, nalezy wejs¢ na
strone internetowa bdbiosciences.com i szuka¢ hasta ,,Bioimaging”
(obrazowanie biologiczne).

Znaczniki biatek fluorescencyjnych {ang. fluorescent protein —
FP) okazaty sie by¢ nieocenionymi narzedziami badawczymi,
wykorzystywanymi  do  badania  szerokiej gamy  proceséw
komérkowych takich jak transport i segregacja biatek, aktywacja
gendw, réznicowanie komérkowe i rozw0j. Sg réwniez skuteczne
w aplikacjach obrazowania wieloparametrowego. BD Biosciences
opracowat zestaw wektoréw dla organelli komérkowych, Zielone FP
i Czerwone FP, ktére mozna stosowa¢ w aplikacjach obrazowania
wykorzystujacych zaréwno zywe, jak i utrwalone komoérki. Osiem
nowych odczynnikéw certyfikowanych do obrazowania biologicznego
(BD Bioimaging Certified Reagents) zweryfikowano pod katem
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prawidtowej ekspresji i lokalizacji poprzez zbadanie ich kolokalizacji
w komorkach przy uzyciu znanych przeciwciat i barwnikow
fluorescencyjnych. W celu uzyskania doktadniejszych informacji
na temat odczynnikéw FP prosimy siegng¢ do noty aplikacyjnej
»Fluorescent Protein Organelle Biomarkers are Beneficial in Live-
Cell and Fixed-Cell-Based Imaging Applications”, znajdujacej si¢ na
stronie: bdbiosciences.com/appnote/FPorganelle.

Etap 2 - Akwizycja obrazu

Po  doktadnym  rozwazeniu i zoptymalizowaniu  wszystkich
aspektow biologicznych, kolejnym etapem aplikacji obrazowania
wieloparametrowego jest akwizycja obrazu. Podobnie jak na etapie
przygotowania materiatu biologicznego, réwniez i tutaj istnieje wiele
réznych obszaréw z mozliwoscig wyboru rozmaitych opcji, ktére nalezy
zbadac.

Zrodto oswietlenia

Zrédto $wiatta nalezy konserwowaé i okresowo sprawdza¢ pod katem
natezenia i jakosci wiagzki. Natezenie lampy pogarsza sie wraz z uptywem
godzin pracy, totez nalezy ja wymieni¢ po uptywie zalecanego czasu pracy.
Wyrdéwnanie lampy wymaga recznego ustawiania i rowniez powinno by¢
okresowo sprawdzane. Jakakolwiek zmiana lub dostosowanie Zrédta
Swiatta badz toru Swiatta moze wptywac na wyniki testu. Dla przyktadu,
zmiana toru Swiatla zmienia korekcje i dezaktualizuje referencyjne
obrazy dla korekcji ptaskiego pola (patrz rozdziat Kompensacja Réznic
Czutosci Poszczeg6lnych Pikseli (ang. Fiat Field Correction)) i wymaga
wygenerowania nowych obrazéw.

Zestawy filtrow

W aplikacjach wieloparametrowego obrazowania stosuje sie szereg
filtrow do obrazowania fluorescencyjnych sond i barwnikéw. Filtry
majg transmitowac i odzwierciedla¢ dtugosci fal Swiatta w specyficznych
obszarach lub pasmach spektrum barw, zwanych réwniez kanatami barw.
Zestawy filtrow nalezy ostroznie dopasowywac do specyficznych spektrow
wzbudzenia i emisji poszczegolnych barwnikéw i sond fluorescencyjnych.
Standardowe zestawy filtrow w kotowych zmieniaczach filtréw systemu
BD Pathway™ zoptymalizowano do obrazowania szerokiej gamy
powszechnie stosowanych odczynnikéw fluorescencyjnych, ktére
emitujg Swiatto o diugosciach fal od kanatu UV po kanat giebokiej
czerwieni. W razie potrzeby filtry mozna ustawia¢ zgodnie z potrzebami
podyktowanymi bardziej specjalistycznymi aplikacjami.

Filtry klasyfikuje sie w oparciu o ich potozenie w torze optycznym
i s3 nazywane zgodnie ze specyficznymi diugosciami fal Swiatla,
jakie transmituja. Zakres dtugosci fal transmitowanych przez filtr
zwany jest popularnie szeroko$cig pasma lub pasmem przepuszczania
filtra. Swiatto, kt6ére nie jest transmitowane ulega odbiciu, totez
jest blokowane lub jego przejscie przez filtr jest niemozliwe. Filtry
pasmowo-przepustowe transmituja Swiatto jedynie pomiedzy gorng a
dolng granicg dtugosci fali. Na przyktad filtr pasmowo-przepustowy
460/50 transmituje Swiatto pomiedzy 435 a 485 nm (pasmo 50
nm scentrowane na 460 nm). Waskie filtry pasmowo-przepustowe
transmitujg relatywnie waskie pasmo $wiatta, na przyktad filtr 360/10
transmituje $wiatto pomiedzy 355 a 365 nm. Filtry gérnoprzepustowe
transmitujg wszystkie dtugosci fal powyzej pewnej dtugosci fali
Swiatta. Na przyktad filtr 435LP transmituje wszystkie dtugosci fal
powyzej 435 nm.

Standardowa mikroskopia epifluorescencyjna wykorzystuje trzy
elementy: filtr wzbudzajacy, filtr emisyjny i zwierciadto dichroiczne.
Takie same elementy wykorzystuje sie w kotach filtrowych systeméw
obrazowania BD Pathway {Rycina 7). Filtr wzbudzajacy definiuje
dtugosci fal, ktore oSwietlajg prébke, natomiast filtr emisyjny
umozliwia rejestracje przez aparat tylko odpowiednich dtugosci fal
Swiatta. Zwierciadto dichroiczne jest umieszczone pod katem 45° i
zlokalizowane w torze optycznym pomiedzy filtrem wzbudzajagcym a
filtrem emisyjnym. Kieruje ono $wiatto wzbudzajace przez obiektyw,
a takze przekazuje $wiatto o wiekszej diugosci fali z prébki do filtra
emisyjnego. W torze optycznym systemu BD Pathway 855 istnieje
jedno dodatkowe koto filtrowe, dichroiczne koto wzbudzajace,
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ktére zawiera petne zwierciadto, czesciowe zwierciadta, zwierciadto
dichroiczne i pozycje otwartg. Pozycja otwarta zapobiega blokowaniu
Swiatta z Lampy A, co umozliwia przenikniecie $wiatta do zwierciadta
dichroicznego. Zwierciadta umozliwiajg jednoczesne lub sekwencyjne
kierowanie Swiatta z drugiej lampy (Lampa B) do gtéwnego toru
optycznego. Dzieki zwierciadtu dichroicznemu, dla celéw aplikacji
wymagajacych szybkich pomiaréw kinetycznych, takich jak
obrazowanie wyrzutu jonéw wapnia, dwie dtugosci fal Swiatta mozna
przetacza¢ za pomocg migawki (a nie przesuwania kot filtrowych).
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Rycina 7. Tor optyczny systeméw obrazowania BD Pathway™. System BD
Pathway 855 z o$wietleniem pochodzacym z Lampy A jest przedstawiony na
Panelu A. Panel B przedstawia System BD Pathway 435.

Wiekszo$¢ zestawow filtrow jest zaprojektowana do optymalnego
obrazowania jednego kanatu fluorescencji (zestawy pojedyncze).
Inne zestawy filtrow sg przeznaczone do transmisji Swiatta w dwoch
kanatach barw lub wiekszej ich liczbie (zestawy wielopasmowo-
przepustowe), odbijajac Swiatto pomiedzy transmitowanymi barwami.
Filtry goérnoprzepustowe i szerokie filtry pasmowo-przepustowe
umozliwiajg najwieksza przepustowos$¢ Swiatta, ale moga nie nadawaé
sie do stosowania w testach opartych na multipleksowaniu z powodu
efektu bleed-through (wzbudzenie wskutek wzbudzenia bezposredniego),
wynikajagcego z obecnosci sond lub barwnikéw fluorescencyjnych o
zachodzacych na siebie spektrach wzbudzenia i emisji. Waskie filtry
pasmowo-przepustowe i filtry wielopasmowo-przepustowe umozliwiajg
skuteczniejsze multipleksowanie, transmitujg one jednak znacznie mniej
Swiatta z powodu waskich pasm transmisji przy kazdej dtugosci fali.
Obrazowanie przy uzyciu filtréw wielopasmowo-przepustowych moze
wiec wymagac relatywnie jasnych prébek i dtuzszych czasow ekspozycji
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niz obrazowanie przy uzyciu zestawéw filtrow jednobarwnych. Przeglad
spektréw fluorescencji przedstawiony na Rycinie 8 jest narzedziem
online, ktérego mozna uzy¢ do zoptymalizowania zestawéw filtréw
dla aplikacji opartych na multipleksowaniu. Narzedzie to umozliwia
podglad spektrow wzbudzenia i emisji wielu powszechnie dostepnych
barwnikéw i sond fluorescencyjnych oraz umieszczenie ich na wykresie
z rozmaitymi filtrami wzbudzajagcymi i emisyjnymi w celu ustalenia
najlepszej kombinacji. Mozna je réwniez wykorzysta¢c do oceny
rozmiarOw zachodzenia na siebie spektréw lub efektu bleed-through,
ktére moga wystapi¢ w przypadku réznych kombinacji sond i filtrow.
Podglad Spektréw Fluorescencji dostepny jest na stronie BD Biosciences:
bdbiosciences.com/spectra/.

Cytometer gl »  Laser (nm): jnone  Alexa488, Alexa568, Atexa647
610/20

Wavelength (nm)

Fluorochrome 1: [41exa488 V. m 1530/20 _j]

Fluorochrome 2: |AJexa568 Z 1 r ex[5 em|s10/20 ~

Fluorochrome 3: TAlexa647 * ex W em1670/20 3

Spillover Calculation Method:  |% Measured j 3 (spill/primary as percent)

Rycina 8. Zrzutz ekranu przedgladu spektrow fluorescencji. Podglad spektréw
fluorescencji jest przydatny narzedziem wspomagajacym wybér odpowiednich
kombinacji sond i filtréw dla aplikacji obrazowania wieloparametrowego
wykorzystujacych multipleksowanie.

Wiekszos¢  zestawoéw  danych  uzyskiwanych z  obrazowania
wieloparametrowego sklada sie z obrazéw komérek znakowanych
odczynnikami fluorescencyjnymi o wielu barwach. W przypadku
niektérych aplikacji wykorzystujacych multipleksowanie, przydatnym
miernikiem moze hy¢ stopiefd kolokalizacji dwdéch biatek lub wiekszej
ich liczby. W celu wizualizacji lokalizacji przestrzennej dwdch lub wielu
sond, pomocne jest natozenie na siebie (potaczenie) obrazéw kazdego
kanatu barwy. Jednakze na polaczonym obrazie jedna barwa moze
wydawac¢ sie delikatnie niedopasowana wzgledem drugiej. To zjawisko
okre$lane jest jako przesuniecie pikseli. Przesuniecie pikseli moze wynikaé
z niewyréwnanych filtrow i k6t filtrowych badZ ze sktadu i whasciwosci
poszczeg6lnych filtréw. Delikatne przesuniecie $wiatta przechodzacego
przez filtry roéznych kanatow barwy moze powodowaé przesuniecie
obrazu powigzanego z jednym kanatem wzgledem drugiego kanatu.
Przesuniecie pikseli, jesli zostanie zaobserwowane, dotyczy na ogét kilku
pikseli. Z tego wzgledu problem przesuniecia pikseli moze dotyczy¢
jedynie aplikacji wymagajacych obrazéw o wysokiej rozdzielczosci i
precyzyjnej kolokalizacji matych obiektéw, jak np. kolokalizacja ognisk
w jadrze w przypadku uszkodzenia i naprawy DNA. Przesuniecia
optyczne mozna rowniez wykry¢é w wymiarze Z, jesli optymalna
ptaszczyzna ostrosci rézni sie nieco w zaleznosci od kanatu barwy. W
celu wyeliminowania przesunige¢ pomiedzy kanatami barw w wymiarach
X, Y i Z, mozna uzy¢ zestawow filtréw wielopasmowo-przepustowych,
wykorzystujacych ten sam filtr dichroiczny i emisyjny do obrazowania
roznych barw. W razie koniecznosci, na etapie Analizy Obrazu mozna
réwniez przetworzy¢ obrazy w celu skorygowania przesunig¢ pikseli w
wymiarze X i Y. Poza rym w ramach protokotéw akwizycji obrazu mozna
zdefiniowa¢ kompensacje Z, aby dostosowac¢ rozne ptaszczyzny ostrosci
pomiedzy kanatami barw.

Opracowujac i optymalizujac  nowg  aplikacje  obrazowania
wieloparametrowego  wykorzystujacg ~ multipleksowanie, nalezy
zaprojektowa¢ doswiadczenia wstepne w celu dokonania pomiaru kazdej
z omoéwionych cech filtra. W celu zmierzenia efektu bleed-through, nalezy
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przygotowa¢ komérki barwione kazdym barwnikiem pojedynczo, a
takze dwoma barwnikami lub wiekszg ich liczbg, a nastepnie poddac
obrazowaniu w réznych kanatach barw. Poza tym nalezy réwniez
przeprowadzi¢  doswiadczenia mierzace natezenie  specyficznych
sygnatéw, niespecyficzne tto i przesuniecie pikseli. W oparciu o wyniki
tych doswiadczern mozna dokona¢ odpowiednich dostosowan do
odczynnikéw, protokotdéw, konfiguracji filtrow i innych parametrow
akwizycji obrazu.

Soczewki obiektywu

Soczewki obiektywow' stanowig zwykle najwazniejszy element uktadu
optycznego, poniewaz sg one gtdwnym czynnikiem definiujacym jakos¢
obrazu. Wyboér soczewek obiektywdw zalezy gtéwnie od rozdzielczosci
koniecznej do analizy obrazu, liczby komérek koniecznej, aby uzyskac¢
dane istotne statystycznie, a takze, jak juz wspomniano, od zastosowanej
ptytki obrazowej (patrz rozdziat Ptytki do obrazowania).

Soczewki obiektywdw klasyfikuje sie gtéwnie w oparciu o powiekszenie,
odlegto$¢ roboczg i warto$¢ NA. Powiekszenie obiektywu konieczne dla
danego testu wynika z potrzeb w zakresie analizy obrazu. Pomiary struktur
na duzym obszarze, np. tworzenie tubul w badaniach nad angiogeneza,
badz obrazowanie catych organizméw, wymagajg obrazowania przy
matym powigkszeniu (powiekszenie <10x). Z kolei w jadrach w
badaniu uszkodzenia i naprawy DNA, liczenie submikronowych ognisk
wymaga duzego powiekszenia (obiektyw 40x). Wiekszo$¢ aplikacji
obrazowania wieloparametrowego wymaga zastosowania obiektywu 10x
lub 20x. Zdolno$¢ do akwizycji czterokrotnie wiekszej liczby komérek
przy tej samej liczbie pdl obrazu jest wyrazng zaletg przy obrazowaniu

obiektywem 10x wzgledem obiektywu 20x tak ditugo, jak towarzyszace
temu obnizenie rozdzielczosci obrazu nie wptywa niekorzystnie na analize
obrazu i danych. Tabela 4 zawiera wykaz rozmiar6w p6l (mierzonych za
pomocg mikrometru systemu BD Pathway™ 855) z reprezentatywnymi
testami dostosowanymi do kazdej z soczewek obiektywu. Pola obrazu
uchwycone obiektywami o réznych powiekszeniach sg przedstawione na
Rycinie 9.

Tabela 4. Wymiary pola i reprezentatywne testy dla soczewek obiektywoéw.

Obiektyw Wymiary pola Reprezentatywny test
(mikrony)
40x* 210x160 Uszkodzenie i naprawa DNA
20x* 420 x 320 Translokacja do jadra
10x 840 x 640 Cykl komérkowy
4x 2100x1600 Formowanie tubul
2X 4200 x 3200 Obrazowanie danio

pregowanego

*W systemach BD Pathway dostepne sg obiektywy
o wysokiej wartosci NA i typu LWD.

20x

Rycina 9. Poréwnanie obrazéw uchwyconych obiektywami o réznych powiekszeniach. Komoérki HeLa barwione odczynnikiem Hoechsta (niebieski), falloidyna
znakowang Alexa Fluor® 488 (zielony) i MitoTracker® Red (czerwony) zostaly poddane obrazowaniu przy uzyciu soczewek obiektywéw 40x (Panel A), 20x (Panel B),
10x (Panel C) i 4x (Panel D). Jedli n réwna sie liczbie komérek uchwyconych obiektywem 40x, to liczba komérek uchwyconych obiektywami 20x, 10x lub 4x wyniostaby
odpowiednio 4xn, 16xn i 100xn. Obrazy peinego pola (w pseudokolorach lub potaczone) w ramach tego samego dotka poddano akwizycji przy uzyciu systemu BD Pathway

435. Skala reprezentuje 100 mikron6w.
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Odlegtos$¢ roboczg obiektywu definiuje sie jako odlegto$¢ (w mm) od
przedniej czesci soczewek obiektywu do powierzchni obrazowania (na
przyktad odlegtos¢ pomiedzy obiektywem a probka), gdy prébka jest
widziana ostro. Warto$¢ NA jest miarg zdolno$ci zebrania $wiatta przez
soczewke obiektywu. Soczewki o duzym powiekszeniu zwykle maja
wysokie wartosci NA i umozliwiajg wejscie w obiektyw wiekszej liczby
promieni $wiatta formujacych obraz, pod wigekszymi katami (bardziej z
ukosa). Z tego wzgledu obiektywy o wysokich warto$ciach NA generuja
obrazy o wiekszej rozdzielczosci niz obiektywy o niskiej wartosci NA.
Jednakze z powodu matej odlegtosci roboczej, obiektywéw o wysokiej
wartosci NA mozna uzywaé tylko w przypadku ptytek cienkodennych.
Nie mozna ich uzywac¢ do obrazowania prébek na ptytkach grubodennych
lub ptytkach z grubymi optaszczeniami macierzy ECM. Do obrazowania
probek na ptytkach grubodennych konieczne jest uzycie obiektywow
0 niskich warto$ciach NA (ktére majg wieksze odlegtosci robocze).
Obiektywy te majg jednak ograniczone mozliwosci w zakresie zdolnosci
zbierania Swiatfa i rozdzielczoSci obrazu. Uzycie ptytek grubodennych
z obiektywami o niskich wartosciach NA wymaga dluzszych czasow
ekspozycji, co moze negatywnie wptywa¢ na zdolno$¢ obrazowania
ciemnych prébek, zwtaszcza w trybie konfokalnym.

Ustawienia aparatu

Ustawienia aparatu, takie jak czas ekspozycji, binning pikseli i
wzmochnienie (gain) sg istotnymi czynnikami wplywajacymi na jakosc¢
obrazu i analize danych. Optymalne ustawienia aparatu nalezy wiec
ustala¢ dla kazdego barwnika lub sondy fluorescencyjnej, stosowanych
w aplikacji obrazowania wieloparametrowego. Czasy ekspozycji nalezy
ustawia¢ w taki spos6b, aby najjasniejsze obiekty zainteresowania nie
byty poddane nadmiernej ekspozycji (powyzej maksymalnego natezenia
pikseli). Nasycone piksele na obrazie mogag negatywnie wptywa¢ na
doktadnos¢ pozniejszych pomiaréw opartych na natezeniu. W przypadku
obrazowania ciemnych prébek lub obrazowania w trybie konfokalnym,
w ktérym to do aparatu transmituje sie znacznie mniej $wiatta, w celu
skrocenia czaséw ekspozycji mozna zastosowaé ustawienia binningu
pikseli i wzmocnienia. Jednakze w przypadku ich niewtasciwego
zastosowania, oba te ustawienia aparatu mogg wptyna¢ negatywnie na
jakos¢ probki.

Termin giebokos$¢ bitowa, zwany réwniez glebokoscia piksela, odnosi
sie do maksymalnej liczby natezen, jakie aparat moze jednoczesnie
wyswietli¢. Aparat wyposazony w fotoczute elementy p6tprzewodnikowe
(ang. charge-coupled device - CCD) w systemach BD Pathway™ generuje
obrazy 12-bitowe (212 lub 4096 odcieni szarosci), sktadajgce sie z siatki
pikseli 1344 x 1024 (w przypadku systemu BD Pathway 855) lub 1392 x
1024 pikseli (w przypadku systemu BD Pathway 435). Istnieje ustalona
liczba fotoelektronéw, ktére musza zosta¢ zarejestrowane dla piksela na
kazdym poziomie szaroéci. Obiekty emitujace mniej fotoelektronéw
(ciemne prébki) rejestruja mniej poziomow szarosci niz obiekty emitujace
tak, aby zmaksymalizowa¢ dynamiczny zakres wartosci poziomow
szarosci. Dla przyktadu, pracujac z kamerg 12-bitowg w systemie BD
Pathway, ekspozycje nalezy ustawi¢ tak, aby maksymalne natezenia
pikseli najjasniejszego sygnatu miescity sie w przedziale od 3500 do 4000
poziomoéw szaroéci (skala od 0 do 4095). W przypadku ciemnych prébek,
ekspozycje nalezy ustawi¢ tak, aby uzyskac sygnat whasciwy do osiagniecia
odpowiedniej separacji pomiedzy natezeniami (tla) specyficznymi i
niespecyficznymi. Cho¢ obrazy uzyskiwane z kamer zawieraja 12-bitdw
danych (4096 odcieni szarosci), sa one przechowywane w postaci
niezmienionej (bez skalowania) w 16-bitowych plikach danych, aby
bylty kompatybilne z powszechnie stosowanym oprogramowaniem do
przetwarzania obrazéw.

Dostosowanie ~ wzmocnienia  (gain) aparatu  definiuje  liczbe
akumulowanych fotoelektronéw, ktére okreslaja kazdy poziom szarosci.
Wzrost wzmocnienia elektronowego odpowiada zmniejszeniu liczby
fotoelektron6w, ktére sg przypisane do jednego poziomu szarosci.
Rézni sie to od ustawiei wzmocnienia stosowanych w innych rodzajach
detektoréw (takich jak fotopowielacze stosowane w cytometrach
przeptywowych), ktére wzmacniaja sygnaly za pomocg statego
wspotczynnika powielania. Wzmocnienie umozliwia podzielenie danego
poziomu sygnatu na wiekszg liczbe stopni poziomdéw szarosci. Cho¢
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ustawienie wzmocnienia jest metoda rozszerzenia stabego sygnatu do
pozadanej wiekszej liczby pozioméw szarosci, nadmierne uzywanie tej
funkcji moze prowadzi¢ do wyzszych pozioméw szumu, ktére pojawiaja
sie na obrazie koncowym w postaci tzw. groszkowania.

taczenie pikseli w siatke okresla sie jako binning pikseli. W obrazie
bez binningu (okreslanym jako bin 1 lub binning 1x1), kazdy z pikseli
jest mierzony niezaleznie. Przy binningu 2x2 (bin 2), cztery sgsiadujace
piksele sg taczone w jeden duzy piksel lub superpiksel. Przy binningu
4x4 (bin 4) 16 pikseli sumuje sie razem, i tak dalej. Powstajgce w efekcie
superpiksele sa przetwarzane jako jeden piksel zawierajagcy potaczong
zawarto$¢ fotoelektrondw wszystkich zsumowanych pikseli. Korzysci
wynikajagce z binningu pikseli to wieksze natezenie sygnatu, ktére
umozliwia 4-krotne skrdcenie czasdéw ekspozycji (na 1poziom binningu)
i mniejsze rozmiary pliku z obrazem, co zmniejsza zardwno wymagania
w zakresie przechowywania danych, jak i czas przetwarzania obrazu.
Jednakze wraz ze wzrostem poziomu binningu, rozdzielczo$¢ przestrzenna
ulega zmniejszeniu. Generalnie obrazy uzyskiwane przy wykorzystaniu
pozioméw binningu powyzej 2x2 nie nadajg sie do iloSciowej analizy
obrazu. Wysokie poziomy binningu (4x4 lub 8x8) sa jednak przydatne
do zwiekszania szybkosci metod ustawiania ostrosci w oparciu o obraz.

Rozdzielczo$¢ obrazu

Rozdzielczo$¢ obrazu to termin stosowany w celu okre$lenia poziomu
szczegdtow zawartych w obrazie. Jest ona determinowana gtéwnie
powiekszeniem obiektywu oraz liczbg i wymiarami pikseli w kamerze
i na obrazie. Wymiary pola dla poszczegdlnych soczewek obiektywow
stosowanych w systemie obrazowania mozna zmierzy¢ za pomocg
mikrometru. Nastepnie dzielac wymiary pola (w mikronach) przez
wymiary obrazu (w pikselach) mozna obliczyé rozdzielczo$¢ obrazu (w
mikronach/piksel) . Do obliczenia rozdzielczoéci obrazu na roznych
poziomach binningu pikseli wykorzystano wymiary pola zmierzone dla
réznych obiektywéw systemu BD Pathway 855. Sg one wymienione w
Tabeli 5. Obrazowanie przy binningu 1x1 za pomoca obiektywu 20x
generuje obrazy o podobnej rozdzielczosci (0,3125 mikrondw/piksel) jak
obrazowanie przy binningu 2x2 za pomocga obiektywu 40x. Poniewaz
pole obiektywu 20x jest czterokrotnie wieksze niz pole obiektywu 40x,
mozna uchwyci¢ czterokrotnie wiecej komérek na jedno pole obrazu.
Moze to by¢ korzystne w przypadku aplikacji wymagajacych zaréwno
wysokiej rozdzielczosci, jak i wyzszej liczby komérek, poniewaz czasy
akwizycji mogag by¢ znacznie krotsze. Obrazowanie przy binningu
1x1 wymaga jednak dtuzszego czasu ekspozycji niz obrazowania przy
binningu 2x2, co moze zwieksza¢ szumy tta na obrazach i negatywnie
wptynaé na wyniki testu.
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Tabela 5. Rozmiary pola obrazu i charakterystyki uchwycone przy wykorzystaniu réznych obiektywéw i pozioméw binningu pikseli.

Binning Rozmiar obrazu Rozmiar pliku ze Obiektyw Pole widoku (mikrony) Rozdzielczos¢
(piksele) zdjeciem (KB) (mikrony/piksele)

Ix1 1344x1024 2697 40x 210x160 0,15625
20x 420x320 0,3125
10x 840x640 0,625

2x2 672x512 677 40x 210x160 0,3125
20x 420x320 0,625
10x 840x640 1,25

4x4 336x256 171 40x 210x160 0,625
20x 420x320 1,25
10x 840x640 25

8x8 168x128 44 40x 210x160 1,25
20x 420x320 2,5
10x 840x640 5,0

Liczba p6l obrazu (montaz)

W obrazowaniu wieloparametrowym wazne jest uchwycenie na tyle
duzej populacji komérek na kazdym obrazie, aby uzyskane dane byty
istotne statystycznie. O liczbie uchwyconych komérek decyduje rodzaj
i liczba komoérek umieszczonych na plytkach i powiekszenie oraz
liczba uchwyconych p6l obrazu. Akwizycja wigkszej liczby komorek
w kazdym dotku lub na obrazie, generalnie przektada si¢ na testy o
wyzszym poziomie istotnosci statystycznej, mierzonej wspétczynnikiem
Z’ (patrz cze$¢ Analiza i Wizualizacja Danych). Testy o wspétczynniku
Z’ >0,5 sg uznawane za znaczgco stabilne, nadajace sie do aplikacji
skrinigowych.4 Poniewaz wiekszo$¢ odpowiedzi biologicznych opartych
na komdrce ma charakter heterogeniczny, rosngca wielko$¢ analizowanej
populacji komoérek zmniejsza zr6znicowanie $rednich danych dla dotka
mierzonych w powtérzeniach dotkéw i zwieksza wartosci wspétczynnika
Z’. Jednym ze sposobow zwiekszenia liczby analizowanych komoérek
jest zwiekszenie gestosci komorek na ptytkach. Aplikacje obrazowania
wieloparametrowego na og6t analizujg jednak pojedyncze komérki,
nie za$ populacje komérek, a duza gestos¢ komérek na ptytkach moze
utrudnia¢ segmentacje pojedynczych komdrek. Alternatywg jest
obrazowanie dodatkowych pdl poprzez zastosowanie montazu w trybie
ciggtym (ang. contiguous) lub nieciggtym (ang. discontiguous). W trybie
ciggtym systemy BD Pathway™ moga dokona¢ precyzyjnej akwizycji
sgsiadujacych pdl obrazu i dla celéw analizy potaczy¢ je w jeden wiekszy,
zmontowany obraz wielu pdl. Jest to szczegblnie przydatne w tescie
rozrostu neurytéw, co zaprezentowano na Rycinie 10. Ten test z zasady
charakteryzuja niskie wartosci wspoétczynnika Z’ z uwagi na heterogenny
charakter wydtuzonych neuronéw. Komplikujg to jeszcze bardziej duze
rozmiary komorek, ktére rozciggaja sie poza granice pojedynczego
pola obrazu. Dane wskazujg, ze wraz z rosnagcym rozmiarem montazu
w trybie cigglym, wartosci wspdtczynnika Z’ rosty dla kazdego
spos$rdd parametréw testu mierzonych przy uzyciu oprogramowania
aplikacyjnego BD AttoVision™ do Rozrostu Neurytdw. Montaz 4x4
pozwolit uzyska¢ wartosci wspoétczynnika Z’ na poziomie >0,5. W celu
uzyskania doktadniejszych informacji, nalezy siegna¢ do noty aplikacyjnej
»Quantitative High Content Analysis of Neurite Outgrowth”, dostepnej
na stronie: bdbiosciences.com/ pdfs/whitePapers/07-A790030-19A.pdf.
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Metody automatycznego ustawiania ostrosci

Automatyczne systemy obrazowania wykorzystuja metody sprzetowe
i programowe do automatycznego ustawiania ostrosci i uchwycenia
obrazu w kolejnych dotkach lub w obrebie tego samego dotka plyki
wielodotkowej. Niezaleznie od zastosowanej metody, ustawienia
autofokusa nalezy zoptymalizowaé, aby uwzgledni¢ parametry testu
takie jak komorki o réznej grubosci w osi Z lub sondy zlokalizowane
w réznych regionach subkomérkowych (jadro i btona plazmatyczna).
Systemy BD Pathway wykorzystujg dwa rézne tryby automatycznego
ustawiania ostrosci: oparty o laser i oparty o obraz. Autofokus oparty o
laser identyfikuje styk obrazowania powierzchni dotka/cieczy, a nastepnie
w celu uchwycenia obrazu przesuwa sie o ustalong odlegto$s¢ w wymiarze
Z wzgledem tego styku, do skalkulowanej plaszczyzny ostrosci. W
trybie ustawiania ostrosci opartym o obraz, do okreslenia optymalnej
ptaszczyzny ostrosci wykorzystuje sie maksymalne natezenie fluorescencji
i warto$ci kontrastu analizowane na podstawie ztozenia poszczeg6lnych
planéw fokalnych w osi Z probki. Obie metody automatycznego
ustawiania ostrosci umozliwiajag optymalizacje za pomocg ustawien
definiowanych przez uzytkownika. Niekiedy przydatne moze okazac sie
potaczenie tych dwdch metod, na przyktad, gdy optymalna ptaszczyzna
ostroéci prébki odbiega od jednej ustalonej pozycji w wymiarze Z (np.
w przypadku montazy obejmujacych duze odlegtosci, typy komérek
rosnace trojwymiarowo lub macierze o nieréwnej grubosci).

Tryb ustawiania ostrosci oparty o laser jest szybszy niz tryb ustawiania
ostrosci oparty o obraz i moze znaczaco skraca¢ czas akwizycji obrazu.
Tryb ustawiania ostrosci oparty o obraz oferuje jednak mozliwo$é
ustawienia ostro$ci w oparciu o barwnik, co pozwala na niezalezne
ustawianie ostrosci na obiektach znakowanych réznymi fluoroforami.
Tryb ustawiania ostroci oparty o obraz wymaga o$wietlenia prébki, a
w przypadku nadmiernego jej oSwietlenia moze doj$¢ do fotowybielania
sygnatéw fluorescencyjnych. Z tego wzgledu tryb ustawiania ostrosci
oparty o obraz moze nie by¢ odpowiedni do obrazowania fotolabilych
sond i barwnikdw.
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Rycina 10. Wptyw rozmiaru montazu na dziatanie testu w aplikacji Rozrostu Neurytéw. Doswiadczenie typu min/max przygotowano przy uzyciu 48 dotkéw nie
wystawionych na dziatanie zadnej substancji i 48 dotkéw poddanych dziataniu NGF (100 ng/m NGF), zawierajagcych komoérki PC12, a nastepnie przeprowadzono
obrazowanie w trybie niekonfokalnym wykorzystujgc r6zne rozmiary montazu. Dane obrazu przeanalizowano przy uzyciu modutu oprogramowania BD AttoVision™ do
Rozrostu Neurytéw i obliczono wspétczynnik Z’ dla rozmaitych parametréw. Montowane obrazy 2x2, 3x3 i 4x4 zawierajg odpowiednio 4, 9 i 16 sasiadujgcych pél obrazu.
Montaz 4x4 skfadajacy sie z 16 sasiadujgcych pél obrazu (oznaczonych biatymi przerywanymi liniami) przedstawia Panel A. Wykres wartosci wspotczynnikéw Z' dla
czterech parametréw, uzyskanych na podstawie analiz obrazéw o r6znych rozmiarach montazu przedstawiony jest na Panelu B. Akwizycji obrazéw dokonano przy uzyciu

obiektywu o powiekszeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 855.

Konfokalny Stos Z - zbieranie fluorescencji
ze wszystkich planéw fokalnych prébki

Niektore aplikacje wieloparametrowe wymagajg wysokiej rozdzielczosci
obrazu nie tylko w wymiarach X i Y, ale takze w wymiarze Z. W takich
przypadkach obrazowanie konfokalne oferuje kilka wyraznych zalet w
stosunku do tradycyjnego obrazowania fluorescencyjnego o szerokim
polu. Obrazowanie w trybie konfokalnym usuwa nieostrosci poza polem
ogniskowania poprzez przepuszczenie $wiatta przez otwér optyczny, co
skutkuje uchwyceniem wiekszej rozdzielczosci osiowej (wzdtuz osi Z)
prébki. Poza tym obrazowanie konfokalne pozwala na zebranie ,,stosu
Z” (zbieranie fluorescencji ze wszystkich ptaszczyzn fokalnych proébki)
lub serii przekrojéw optycznych o wysokiej rozdzielczosci przez prébke.
Stosu Z mozna uzy¢ do odtworzenia prébki w 3-D lub zrzuci¢ go do
pojedynczego obrazu dwuwymiarowego dla celéw dalszej analizy. Obraz
ze zrzuconym konfokalnym stosem Z (ang. confocal collapsed Z stack)
generuje ostrg prezentacje fluorescencji z catej grubosci probki. Jest to
szczeg6lnie uzyteczne w przypadku testow takich jak formowanie tubul
(angiogeneza), gdzie struktury komérkowe formuja grubg macierz ECM.
W celu uzyskania doktadniejszych informacji, nalezy siegna¢ do noty
aplikacyjnej ,,An Image-Based Assay of Endothelial Celi Tube Formation
as a Model of Angiogenesis”, dostepnej na stronie: bdbiosciences.com/
pdfs/whitePapers/06-A790030-3Al.pdf.

Korzysci z zastosowania konfokalnego stosu Z w przypadku gestych
pierwotnych sieci nerwowych omoéwiono réwniez w przytoczonej
wczesniej nocie aplikacyjnej dot. rozrostu neurytow.
Definiujac kroki w zakresie wymiaru Z, nalezy uwzgledni¢ rozdzielczo$¢
systemuobrazowania w wymiarze Z (mierzongzdolno$cigrozdzielcza
w osi Z). Rozdzielczo$¢ w wymiarze Z mierzy sie zapomocg funkcji
rozproszenia punktowego (ang. point spread function — PSF).5
Rozdzielczosci w wymiarze Z zmierzone za pomocg funkcji PSF dla
trzech obiektywow reprezentatywnego systemu BD Pathway™ 855
wyniosty:

60x (1,4 NA) =0,8 mikrona

40x (0,9 NA) = 2,0 mikrony

20x (0,75 NA) =2,8 mikronéw

Aby uzyska¢ wiasciwa reprezentacje szczegotéw w osi Z probki odlegtosé
kroku Z powinna wynosi¢ okoto potowe rozdzielczosci systemu w
wymiarze Z. Na przyktad w przypadku stosowania obiektywu o
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powiekszeniu 40x (0,9 NA) systemu BD Pathway 855, dla ktdrego
zmierzona rozdzielczo$¢ w wymiarze Z wynosi 2,0 mikrony, obrazowanie
nalezy wykona¢ przy krokach w wymiarze Z na poziomie 1,0 pm.

Przyktad tego, w jaki sposob obrazowanie konfokalne moze poprawié¢
dziatanie testu obrazowania o wysokiej rozdzielczos¢, ilustrujg dane z
obrazowania uszkodzen i systeméw nagprawczych DNA zaprezentowane
na Rycinie 11. W tym teécie obrazowanie w trybie konfokalnym ze
zrzuceniem stosu Z wygenerowato ostrzejsze granice ognisk w jadrach,
co umozliwito lepszg identyfikacje poszczegélnych zmian w pordwnaniu
z trybem obrazowania w szerokim polu (niekonfokalnym). Przektada
sie to na wiekszg doktadno$¢ i stabilno$¢ testu. W celu uzyskania
doktadniejszych informacji nalezy siegnaé do noty aplikacyjnej ,,DNA
Damage and Repair - Quantification of Sub-Cellular Events Using
Automated Confocal Imaging”, dostepnej na stronie: bdbiosciences.
com/pdfs/whitePapers/06-A790030-6A 1.pdf.

Tabela 6 zawiera podsumowanie zalet i wad rozmaitych czynnikéw
akwizycji obrazu, ktére oméwiono. Cho¢ podczas etapu przygotowywania
materiatu biologicznego i akwizycji obrazéw nalezatoby rozwazy¢
i zoptymalizowa¢ wiele istotnych czynnikéw, znalezienie jednej
kombinacji warunkéw, ktéra generuje perfekcyjny zestaw obrazéw moze
nie by¢ konieczne lub mozliwe. Istotne jest dokonanie oceny wymagan
(lub tolerancji) testu, ktére dla kazdej aplikacji generuja biologicznie i
statystycznie istotne wyniki.
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Rycina 11. Poréwnanie trybow akwizycji konfokalnej i niekonfokalnej. Komérki HT-1080 potraktowano nadtlenkiem wodoru i poddano barwieniu przeciwciatem
wykrywajagcym posta¢ ufosforylowang H2AX (wyspecjalizowana posta¢ histonu H2, akumulujgca si¢ przy uszkodzeniach obu nici DNA). W poréwnaniu z trybem
konfokalnym ze zrzuceniem stosu Z (Panel B), w trybie niekonfokalnym (Panel A), liczba ognisk w jadrach wydawata sie¢ by¢ mniejsza, bylty one wieksze i nieostre.
Obrazowanie konfokalne skutkowato identyfikacjgwiekszej liczby pojedynczych ognisk (strzalka) i lepsza segmentacjg obrazu (Panele C i D). Panel E przedstawia $redniag
liczbe ognisk w jadrze - wartosci kontrolne (stupki niebieskie) poréwnano z dotkami potraktowanymi nadtlenkiem wodoru (stupki czerwone). Dziatanie testu zmierzono
wartoécig wspoétczynnikéw Z' dla przecietnej liczby zmian w jadrze, ktéra wyniosta 0,4 dla obrazéw w trybie niekonfokalnym i 0,6 dla obrazéw w trybie konfokalnym ze
zrzuceniem stosu. N = 6 dotkéw + SD. Akwizycji obrazéw (przycietych) dokonano przy uzyciu obiektywu o powigkszeniu 40x (0,9 NA) systemu BD Pathway™ 855.
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Tabela 6. Zalety i wady trybéw oraz opcji akwizycji obrazéw w systemie BD Pathway™.

Opcje

Powigkszenie 40x

Powiekszenie 20x

Powigkszenie 10x

Powigkszenie 4x, 2x

Zestawy filtrow
gérnoprzepustowych

Zestawy filtréw pasmowo-
przepustowych

Zestawy filtréw wielopasmowo-

przepustowych

Wzmocnienie
Binning pikseli

Tryb montazu

Automatyczne ustawianie
ostrosci oparte o laser

Automatyczne ustawianie
ostrosci oparte o obraz

Szerokie pole

Tryb konfokalny

Tryb konfokalny ze
zrzuconym stosem Z
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Zalety

Dostepne opcje wysokiej wartosci NA i LWD
Wysoka rozdzielczo$¢ przestrzenna

Dostepne opcje wysokiej wartosci NA i LWD

Dobrze spetnia wiekszo$¢ potrzeb z zakresu obrazowania

Wychwytuje 4-krotnie wiecej komérek
na 1obraz niz powigkszenie 20x

Duze pole obrazu umozliwia obrazowanie wigkszej
liczby komérek i organizméw modowych

Duza przepustowo$¢ $wiatta

Wezszy zakres umozliwia multipleksowanie

Umozliwiajg multipleksowanie

Zwieksza natezenie sygnatu
Zwieksza natezenie sygnatu

Wychwytuje ciagte (lub nieciagte) pola obrazu
Zwieksza rozmiar probki

Przyspiesza obrazowanie prébek
Brak fotowybielania prébki

Oparte o barwnik
Monitoruje prébki przy zmiennych
odlegtosciach wzgledem dna ptytki

Dobrze dziata w przypadku wielu aplikacji
Umozliwia obrazowanie ciemnych prébek

Rekonstrukcja 3-D obrazu o wysokiej rozdzielczosci
Ostrzejsze obrazy

Informacja 3-D na obrazie 2-D
Zwieksza dogtebnos¢ analizy

Wady

Zmniejsza rozmiar pola obrazu

Drobne cechy subkomérkowe moga
nie by¢ w petni uchwycone

Niska rozdzielczos¢

Niska rozdzielczosé

Mozliwos$¢ wystapienia efektu ,,bleed-
through” (przy multipleksowaniu)

Mozliwos¢ przesuniecia pikseli

Mata przepustowos$¢ Swiatta Mozliwos¢
wystapienia efektu ,,bleed-through”

Zwigksza szum tta
Obniza rozdzielczo$¢ obrazu

Woydtuza czas akwizycji obrazu i analizy obrazu

Stata pozycja kompensacji (ang. offset)
wymaga optymalizacji dla kazdej
kombinacji ptytki/obiektywu

Zmniejsza przerob plytek
Powoduje fotowybielanie prébki

Obrazy zawierajg $wiatto sponad i
spod ptaszczyzny ostrosci

Zwigksza czas ekspozycji
Wymaga jasnych prébek

Wydtuza czas obrazowania
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Etap 3 - analiza obrazu

Po dokonaniu akwizycji obrazéw, kolejnym etapem obrazowania
wieloparametrowego jest analiza obrazu. Na analize obrazu sklada sie
seria krokéw z zakresu przetwarzania i segmentacji obrazéw, majacych
wydoby¢ dane iloSciowe z obrazéw. Przetwarzanie obrazu polega na
zastosowaniu algorytméw, takich jak kompensacja roznic czutosci
poszczegolnych pikseli (ang. flat field correction), odejmowanie tta i
korekcja cieni, aby poprawi¢ jako$¢ obrazéw dla celéw segmentacji cech
komérkowych bedacych przedmiotem zainteresowania. Segmentacja
sktada sie gtdwnie z zastosowania progéw natezenia w celu zdefiniowania
obszar6w komoérkowych (zwanych réwniez obszarami zainteresowania,
ang. regions of interest —ROI), w ktdrych dokonane zostang pomiary.
Wiasciwa segmentacja moze byé kluczem do wygenerowania
sensownych danych i musi by¢ zoptymalizowana dla kazdej aplikacji
wieloparametrowej.

Dostepnych jest wiele narzedzi analizy obrazu, ktére mozna taczy€ i
wykorzystywa¢ do optymalizacji metody analizy obrazu. Kazdy krok
metody analizy mozna przetestowa¢ na matym zestawie reprezentatywnych
zdje¢ z doswiadczenia. Zoptymalizowana metoda musi jednak dziata¢ w
odniesieniu do wszystkich obrazéw w doswiadczeniu. Moze to stanowic
szczeg6lne wyzwanie, gdy ekspozycja komérek na dziatanie $rodka
drastycznie zmienia wyglad mierzonych komoérek lub obiektdw (na
przyktad w badaniu na obecno$¢ apoptozy). W niektérych przypadkach
metoda analizy obrazu moze zrekompensowa¢ wady wynikajacych z
przygotowania materiatu biologicznego i akwizycji obrazu. W innych
przypadkach wykorzystanie przetwarzania obrazu w celu skorygowania
drobnych defektéw nie jest jednak konieczne, poniewaz niedoskonatosci
maja niewielki wptyw na wyniki testu lub nie majg zadnego wplywu.
W tej czeSci pokrotce omowiono Kilka czesciej stosowanych metod
analizy obrazu. Dostarcza ona réwniez ram dla dalszych do$wiadczen.
Znakomitym zrédtem bedacym punkt wyjscia do glebszej dyskusji na
temat technik przetwarzania obrazu jest pozycja ,,Het Image Processing
Handbook” (Podrecznik dotyczacy Przetwarzania Obrazu) autorstwa
Johna C. Russa.6

Przetwarzanie obrazu

Pierwszy krok przetwarzania obrazéw polega czesto na usunieciu
artefaktow z obrazu. Gtownymi Zrodtami artefaktéw sg czynniki
biologiczne (w tym autofluorescencja z rozmaitych zrédet, pozostatosci
komorkowe i fluorescencyjne obiekty obce) i szum wiasciwy dla
systemu obrazowania (m. in. lamp, filtréw, obiektywoéw, zwierciadet lub
aparatu). Obecno$¢ szuméw niespecyficznego tta na zdjeciach sprawia,
ze segmentacja i identyfikacja specyficznych sygnatéw fluorescencyjnych
bedacych przedmiotem zainteresowania jest trudniejsza i niespdjna.
Usuniecie tych artefaktow pozwala na lepsza segmentacije i doktadniejsze
pomiary odpowiedzi biologicznej. Niektére kroki z zakresu
przetwarzania obrazu (jak korekcja cieni) zmieniajg obrazy i poprawiaja
segmentacje. Obrazy te zwykle nie sg uzywane do analizy obrazow,
poniewaz przetwarzanie modyfikuje natezenia pikseli w sposéb, ktéry
nie bytby stosowny w przypadku wiekszosci pomiaréw opartych na
natezeniu. Zdjecia generowane w oparciu o te typy krokéw z zakresu
przetwarzania mozna jednak wykorzystywa¢ do generowania obszaréw
zainteresowania ROl lub dokonania pomiar6w morfometrycznych
struktur komoérkowych. Rozlegte przetwarzanie obrazu moze znacznie
wydtuzy¢ czas potrzebny do przeprowadzenia analizy obrazu. Poza tym
w celu zapewnienia maksimum elastycznosci na rzecz ponownej analizy
obrazu w przysztosci, nalezy zawsze zachowywac pierwotne dane obrazu w
stanie nieprzetworzonym (systemy BD Pathway robig to automatycznie).
W zaleznodci od potrzeby, oprogramowanie systemu daje mozliwosc¢
wygenerowania i zapisania przetworzonych zdje¢. Cho¢ dostepnych jest
wiele technik przetwarzania obrazu, typowa sekwencja krokéw moze
obejmowac¢ kombinacje dowolnych elementéw spos$rod nastepujacych:

e Kompensacja roznic czutosci poszczegélnych pikseli (ang. flat field
correction)

e Odejmowanie tla

e Inne filtry przed zasadniczym przetwarzaniem (ang. preprocessing
filters)
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Kompensacja réznic czutoéci poszczegdélnych
pikseli (ang. flat field correction)

Kompensacja roznic czutosci pikseli to metoda przetwarzania obrazu
przeznaczona do Kkorekcji nieréwnego o$wietlenia pola obrazu lub
cieni wygenerowanych przez system obrazowania. Te artefakty moga
wynikac ze Zle ustawionej optyki, odciskdw palcow lub kurzu i moga by¢
spowodowane przez kazdy element toru optycznego $wiatta. Kompensacja
réznic czutosci pikseli wigze sie z uchwyceniem referencyjnego obrazu
toru Swiatta. Obraz referencyjny jest czesto wykorzystywany do
skorygowania kazdego obrazu uchwyconego przy tym samym lub
podobnym torze S$wiatta. Kompensacja réznic czutosci pikseli moze
poprawi¢ jako$¢ obrazu i rozdzielczo$¢ danych sprawiajac, ze pomiary
natezenia we wszystkich polach obrazu beda doktadniejsze. Wplyw
kompensacji réznic czutosci pikseli jest przedstawiony na Rycinie 12.

Odejmowanie tta

Poza szumem pochodzacym z systemu, obrazy moga zawiera¢ sygnaty
pochodzace z elementéw innych niz obiekty bedace przedmiotem
zainteresowania, takich jak autofluorescencja z podtoza hodowlanego,
buforéw, zwigzkéw chemicznych, odczynnikéw i plytek obrazowych.
W doswiadczeniach na zywych komérkach, barwniki fluorescencyjne
czesto wyciekaja i przez jaki$ czas sg transportowane poza komérkami,
przyczyniajac sie do niespecyficznej fluorescencji tta  prébki.
Odejmowanie tta to proces odejmowania tej niespecyficznej fluorescenciji
tla w celu wyeliminowania jej wptywu na segmentacje obrazu i pomiar.
Odejmowanie tta mozna zastosowa¢ wobec doswiadczenia na rézne
sposoby. Na przyktad statg warto$¢ piksela mozna odjg¢ globalnie od
kazdego piksela na kazdym obrazie. Ta stata warto$¢ piksela moze by¢
warto$cig zdefiniowang przez uzytkownika lub okres$long automatycznie
w oparciu o natezenia pikseli obrazu. Ewentualnie mozna uchwycié¢
obraz referencyjny tha i odja¢ od kazdego obrazu. Inne rodzaje metod
odejmowania tta (takie jak algorytm rolling bali - ,toczacej sie kulki”)
modyfikujg kazdy obraz do$wiadczenia w inny sposéb. Metoda
odejmowania tta oparta na algorytmie rolling bali przetwarza kazdy
obraz w oparciu 0 operacje zdefiniowane wartosciami pikseli matego
obszaru otaczajgcego obraz. Ten rodzaj odejmowania tta moze zmieniac¢
piksele w jednej czesci obrazu inaczej niz w innej czesci. Przyktad
zastosowania metody odejmowania tta opartej na algorytmie rolling bali
w celu wyeliminowania artefaktu i poprawienia segmentacji obrazu jest
przedstawiony na Rycinie 13.

Inne filtry przetwarzania obrazu

Istnieje szeroka gama innych filtréw przetwarzania obrazéw, ktére mozna
zastosowa¢ w celu poprawienia segmentacji. Przetestowanie réznych
kombinacji filtrow stanowi istotng cze$¢ optymalizacji procesu analizy
obrazu. Oprogramowanie BD AttoVision™ v.l.6 oferuje nastepujace
grupy filtrow przetwarzania obrazu:

« Korekcja cieni - wyréwnuje natezenia pikseli obiektow w ramach
obrazéw czyniac je jednakowymi (nawet jesli w rzeczywistosci ich
intensywnos¢ jest rézna).

e Lokalne - grupa filtréw opartych na algorytmie rolling bali, ktére
generuja i odejmujg obraz tta w oparciu o przesuwanie koliste
sgsiadujacego jadra (mata macierz operacji przetwarzania),
w ktorym kazdy piksel jest zmieniany w oparciu o wkiad ze
zdefiniowanej liczby pikseli sasiadujacych.

* Wyostrzajgce - koncentruja si¢ na obrazach nieostrych, zwiekszajac
kontrast sgsiadujacych pikseli.

* Wygtadzajace - zestaw filtrow, ktére przetwarzajg obrazy zastepujac
kazdy piksel srednig sasiadujacych pikseli.
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Original Corrected

Reference Image

Cell Sample Image

Rycina 12. Kompensacja réznic czutosci pikseli montowanych obrazéw. W celu skorygowania obrazéw 2 x 2 probki referencyjnej ptaskiego pola (Panele A i B, w
pseudokolorach uzyskanych przy uzyciu stosunkowej skali natezenia) i komérek (Panele C i D) uzyto obrazu referencyjnego kompensaciji réznic czuto$ci poszczegélnych
pikseli. Pierwotne zdjecia sa przedstawione na Panelach A i C. Skorygowane obrazy sa przedstawione na Panelach B i D. Po kompensacji r6znic czutosci pikseli, natezenia
sygnatéw sa roztozone bardziej rownomiernie. Akwizycji obrazéw dokonano przy uzyciu obiektywu o powigkszeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 435.

Original Processed

Mask

Rycina 13. Odejmowanie tla oparte na algorytmie rolling bali poprawia segmentacje obrazu. Obraz jader komérek HelLa barwionych odczynnikiem Hoechsta,
zawierajacy artefakt (Panel A) zostal przetworzony przy wykorzystaniu metody odejmowania tta opartej na algorytmie rolling bali (Panel B). Dokonano segmentacji obrazu
pierwotnego i przetworzonego. Maski segmentacji sa przedstawione odpowiednio na Panelach C i D (losowo przydzielone kolory). W obrazie nieprzetworzonym artefakt
zidentyfikowano jako obszar zainteresowania, podobnie jak otaczajace komoérki. W obrazie przetworzonym jedynie komérki w polu obrazu zidentyfikowano jako obszary
zainteresowania . Akwizycji obrazéw dokonano przy uzyciu obiektywu o powigkszeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 855.
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Segmentacja

Kolejnym krokiem analizy obrazu po jego przetworzeniu jest
segmentacja. Segmentacja to proces identyfikowania, oddzielania i
definiowania obiektéw w obrazach, jako odrebnych elementéw. Zwykle
uzyskuje sie to poprzez zastosowanie wobec obrazu progu opartego na
natezeniu. W przypadku fluorescencyjnych obrazéw komoérek, natezenie
progowe to warto$¢ szara obrazu ponizej ktdrej dane obrazu sg uznawane
za tlo i powyzej ktérej dane sg uznawane za obiekt lub czes¢ obiektow
zainteresowania. Po ustawieniu progu, obiekty zawierajace natezenia
pikseli powyzej progu sa identyfikowane i definiowane poprzez granice
segmentacji lub obszary zainteresowania. W systemach BD Pathway™,
progowa warto$¢ natezenia mozna okresla¢ recznie lub automatycznie.
Prog okreslany recznie to pojedyncza warto$¢ natezenia definiowana
przez uzytkownika, ktéra jest stosowana wobec catego doswiadczenia.
Automatyczny prog jest dostosowany w oparciu o zawarto$¢ danego
obrazu i zwykle jest rézny dla r6znych obrazéw doswiadczenia. Ustalanie
wartosci progu nalezy wiasciwie zastosowa¢ wobec wszystkich obrazéw
doswiadczenia. Z tego wzgledu w przypadku wiekszosci aplikacji
obrazowania wieloparametrowego generalnie zaleca sie automatyczne
ustawianie progu, poniewaz ztozone dozowanie moze wywieraC
uzalezniony od dawki wptyw na natezenie tta obrazu.

W oprogramowaniu BD AttoVision™, prég jest okreslany
automatycznie przy uzyciu wielopoziomowej analizy histogramu
intensywnos$ci (natezenia) sygnatu. Analize histogramu mozna
przeprowadzi¢ wykorzystujgc maksymalnie pie¢ poziomdéw natezen.
Poziomy natezenia sg definiowane przez obszary obrazu (piksele) o
podobnym natezeniu. Automatyczne ustalanie progu przy uzyciu
jednego poziomu (najwyzsze natezenie) definiuje granice wokét
najjasniejszych obiektéw obrazu (np. jadra). Kazde zwiekszenie
liczby poziomdéw daje coraz nizszg warto$¢ natezenia progowego.
Na przyktad uzycie dwoch lub wiekszej liczby poziomoéw definiuje
granice wokot coraz ciemniejszych obiektow (cytoplazmy i biony
plazmatycznej). Liczba automatycznych pozioméw progéw powinna
korelowa¢ z liczbg progéw natezenia obserwowanych na obrazie
i liczbg obszaréw subkomorkowych, koniecznych dla wiasciwej
analizy aplikacji. Przyktad automatycznego wielopoziomowego
ustalania progu dla obrazu komarki przedstawia Rycina 14.

Poniewaz ekspozycja na substancje badang moze drastycznie zmieniac
morfologie komorek, jest bardzo prawdopodobne, ze optymalna metoda
segmentacji komoérek kontrolnych i poddanych ekspozycji moze sie

Image 1 Level

rézni¢ pomiedzy testami. Pod pewnymi warunkami segmentacja przy
uzyciu wielopoziomowego, automatycznego ustalania progu moze
zrekompensowacé te zmiany morfologiczne. Zostato to zademonstrowane
za pomoca tesru na obecnos$¢ apoptozy (Rycina 15). W tym przyktadzie
jadra nie poddawanych ekspozycji komérek kontrolnych majag plamke
o wzglednie réwnomiernym, duzym natezeniu i kontrascie wzgledem
ciemnego ta, a jadra komdrek poddanych ekspozycji na lek byty
podzielone tworzac male regiony o wysokim natezeniu, otoczone
ciemniejszymi  regionami jadra. Po uzyciu jednopoziomowego,
automatycznego ustalania progu, uzyskano wiasciwg segmentacje jader
komoérek kontrolnych, ale w komoérkach poddanych ekspozycji na
suramine wiele fragmentéw jader zidentyfikowano jako pojedyncze
obszary zainteresowania, ktorych liczba przekraczata liczbe komérek.
Automatyczne ustalanie progéw z wykorzystaniem dwéch poziomoéw
okazato sie korzystne zardbwno w przypadku komoérek kontrolnych, jak i
poddanych dziataniu czynnika (leku). W komérkach kontrolnych wysoki
kontrast pomiedzy jadrem a ttem nadal umozliwiatwiasciwa segmentacje.
W komérkach traktowanych suraming, poziom natezenia powyzej tla byt
obecny pomiedzy jasnymi fragmentami jader, co umozliwito stworzenie
jednego obszaru zainteresowania dla jgdra w ramach kazdego lokalnego
obszaru podzielonego. Pozwolito to wiasciwie wyznaczy¢ liczbe jader i
uzyskac wiasciwg liczbe komorek.

Merody segmentacji sg wybierane i stosowane w oparciu o
generowane przez nie wyjsciowe obszary zainteresowania. W Tabeli
7 wymienione sg metody segmentacji dostepne w oprogramowaniu
BD AttoVision v.1.6. W wiekszosci przypadkéw, cho¢ nie we
wszystkich, punktem wyjscia do segmentacji jest jadro z powodu
lepszej zdolnosci oddzielania sasiadujacych ze soba jader, niz
cytoplazm sasiadujacych ze sobg komérek. Wielobok (Polygon)
stosuje sie na ogdt, gdy pozadane sg pomiary w ramach jednego
regionu (na przyktad jadra lub calej komdrki). Piersciern (Ring)
tworzy obszar zainteresowania w ksztatcie pierscienia (0 szerokosci
pikseli zdefiniowanej przez uzytkownika) wokét centralnego
obszaru komaérki (zwykle jadra). Zaréwno Wielobok, jak i Pierscien
realizujg ustalanie progu dla obrazu w oparciu o jeden kanat
barwy fluorescencyjnej. Ksztatt pierScienia Ring mozna réwniez
zastosowa¢ przy dwoéch wyjsciowych obszarach zainteresowania,
aby jednoczes$nie dokona¢ pomiaru w obszarze centralnym (jadrze)
pierScienia, oraz w obszarze poza pierécieniem (obszar okotojgdrowy
lub cytoplazma).

2 Levels 3 Levels

1 Level

2 Levels

3 Levels

Rycina 14. Wielopoziomowe automatyczne ustalanie progu. Przyciety obraz w pseudokolorach komdérek znakowanych fluorescencyjnie jest przedstawiony bez
segmentacji i z granicami segmentacji uzyskanymi w oparciu o 1 Poziom, 2 Poziomy i 3 Poziomy (na gdrze) automatycznego ustalania progu. llustracja pozioméw

natezenia w ramach jednej komérki jest przedstawione na dole.
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Automatic Thresholding

1 Level

Segmentacja dwukanatowa (Dual Channet) realizuje ustalanie progu przy
uzyciu obrazéw jednego lub dwoéch kanatéw barwy fluorescencyjnej.
Pierwszy kanat (Kanat A) stosuje sie zwykle w celu zidentyfikowania
jadra, zas' drugi kanat (Kanat B) jest stosowany do wyznaczenia progu dla
barwnika lub sondy znakujacej w specjalny sposéb element komorki poza
jadrem (np. cytoplazme czy btone komdrkowa). Poza tym, opcji Dual
Channel mozna uzy¢ do wyznaczenia segmentéw na jednym obrazie,
gdzie zaréwno jadro, jak i cytoplazma sa znakowane jednym barwnikiem,
ale o réznych poziomach natezenia. Segmentacje Dual Channel mozna
zastosowaé w celu dokonania pomiaru natezenia w catej komdrce (takze
w jadrze) lub w cytoplazmie (z wytgczeniem sygnatu w jadrze). Podobnie
jak w przypadku opcji Ring, opcji Dual Channel (2 Obszary Danych
) mozna uzy¢ w celu dokonania jednoczesnych pomiaréw w dwdch
regionach subkomérkowych.

Tabela 7. Opis metod segmentacji i wykaz testéw odpowiednich, aby je zasto-
sowac.

Metoda Opis Reprezentatywne testy
segmentacji
Wielobok Pojedynczy region, Cykl komérkowy

(Polygon) Komérka lub jadro

Pierscien (Ring) Region okotojadrowy
definiowany przez

rozszerzenie z jadra

Translokacja do jadra

Cata komoérka Rozrost neurytow

lub cytoplazma

Dwukanatowa
(Dual Channel)

Redystrybucja biatka
do jadra, cytoplazmy
lub btony

Pasma (Bands) Obszary
subkomaérkowe
definiowane przez
rozszerzanie/

ograniczenie
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Rycina 15. Dostosowanie poziomu
automatycznego ustalania progu poprawito jako$¢
segmentacji. Komorki HeLa kontrolne (Panele A, B i
C) lub poddane dziataniu 1 pM staurosporyny przez
4 godz. (Panele D, E i F). Obrazy (Panele A i D)
poddano segmentacji przy uzyciu automatycznego
ustalania progu z jednym poziomem (Panele B i E)
lub dwoma poziomami (Panele C i F). Nalezy zwr6ci¢
uwage na drastyczng zmiane natezenia i morfologii
jadra w komérkach potraktowanych staurosporyna
w poréwnaniu z komdrkami kontrolnymi. Liczby
obszaréw zainteresowania wykazujg na wptyw metod
segmentacji na liczbe komoérek. Akwizycji obrazéw
(przyciete) dokonano przy uzyciu obiektywu o
powiekszeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™
855.

Nowe funkcje segmentacji w oparciu o pasmo (band) w
oprogramowaniu BD AttoVision™ v.1.6 poszerzyly przydatno$¢
kazdej z podstawowych metod segmentacji poprzez dodanie
zdolno$ci ograniczania, rozszerzania i dzielenia poszczegdlnych
obszar6w zainteresowania na region wewnetrzny i zewnetrzny. Dla
kazdego kanatu (Kanat A i B), mozna dokonywac jednoczesnego lub
niezaleznego pomiaru dwoch obszaréw. Obszar zewnetrzny definiuje
sie przez rozszerzenie, a obszar wewnetrzny przez ograniczenie.
Jako przyktad wykorzystano aplikacje translokacji NF-kB do jadra
(Rycina 16). Pomiaréw natezenia dokonano zaréwno w jadrze jak i
okotojadrowym pierscieniu cytoplazmatycznym w oparciu o obszary
zainteresowania zdefiniowane przy uzyciu opcji Ring (2 Obszary
Danych) i Ring (2 Obszary Danych)/Band. Obliczono stosunek
natezenia w pierscieniu jadro/cytoplazma i wykorzystano do oceny
translokacji biatek z cytoplazmy do jadra w odpowiedzi na ekspozycje
na TNF- a. Z uwagi na fakt, ze natezenie cytoplazmy moze by¢
zmienne, gdyz w miare zblizania sie do skraju komérki cytoplazma
rozrzedza sie, w celu zdefiniowania obszaréw zainteresowania w
cytoplazmie na ogdt wykorzystuje sie pierscienie okotojgdrowe. Jasne
sygnaty fluorescencyjne moga jednak tworzy¢ poswiate przenikajaca
z jednego regionu (jagdro) na inny (cytoplazma), totez korzystne
moze okazac¢ sie usuniecie z pomiaréw obiektu pikseli przylegajacych
bezposrednio do granicy jadra. W celu dostrojenia rozmieszczenia
wyznaczonych segmentami obszaréw zainteresowania, mozna uzy¢
segmentacji pasmowej typu band. Rycina /h przedstawia poréwnanie
danych wygenerowanych przy uzyciu metody segmentacji typu Ring
(2 Obszary Danych) iRing (2 Obszary Danych)IBand. Cho¢ wartosci
ECHobliczone dla dwoéch metod segmentacji byty jednakowe (danych
nie pokazano), segmentacja pasmowa Band konsekwentnie poprawia
tzw. okno testu aplikacji.

Na segmentacje wpltywa¢ mogg réwniez artefakty fluorescencyjne
lub pozostatosci komoérkowe widniejagce na obrazach jako obiekty.
Te artefakty sg czesto wieksze lub mniejsze od faktycznych obiektéw
zainteresowania. Czesto korzystne jest wyeliminowanie lub ,wyciecie”
(ang. scrapping) tych obiektow zanieczyszczajacych z procesu segmentacji
w oparciu o ich rozmiar. Minimalny rozmiar wycinka stosuje sie w
celu wyeliminowania matych resztek fluorescencyjnych lub obiektow
bedacych efektem szuméw systemu obrazowania, natomiast maksymalny
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rozmiar wycinka stosuje sie w celu wyeliminowania duzych obiektéw
i grup komorek. Rycina 17 przedstawia przyktad tego, w jaki sposob
wyciecie elementéw moze poprawi¢ segmentacje poprzez usuniecie
duzych i matych artefaktéw. Nalezy zwréci¢ uwage na réznice w wyniku
koncowym uzyskanym z zastosowaniem metody wycinkéw (Rycina 17)
w poréwnaniu z odejmowaniem tta w oparciu o algorytm rolling bali
(Rycina 13) w celu usuniecia duzego artefaktu. W metodzie wycinkéw,

Nucleus

komorki przydzielone do segmentu jako cze$¢ artefaktu i komorki
przystoniete przez artefakt, zostaly usuniete z maski segmentacji,
pozostawiajac puste miejsce. Zastosowanie metody odejmowania tla
w oparciu o algorytm rolling bali spowodowato usuniecie artefaktow
obrazu przed segmentacja (pod warunkiem, ze byty one ciemniejsze niz
obiekty zainteresowania), umozliwiajac whasciwg segmentacje wszystkich
komorek.

Ring versus Band Segmentation

Erosion Dilation

Ratio (nucleus/cytoplasm)

o
@

06
1.00E-12

1.00E-11 1.00E-10 1.00E-09 1.00E-08 1.00E-07

Dose TNF- (g/mL)

Rycina 16. Poréwnanie metod segmentacji dwéch obszaréw danych w oparciu o pierécien ring i pasmo band Przygotowano dwie identyczne plytki testowe NF-kB i
poddano obrazowaniu. Wyniki segmentacji zostaly nalozone na siebie na przycietym i powigkszonym obrazie pojedynczej komérki bez ekspozycji na stymulant, akwizycji
dokonano przy uzyciu obiektywu o powigkszeniu 40x (0,9 NA). Panele A i B przedstawiajg wyjéciowe obszary zainteresowania dla segmentacji pierécieniowej ring, a
Panele C i D przedstawiajg wyjSciowe obszary zainteresowania dla segmentacji pasmowej band z ograniczeniem do jadra (Panel C) i rozszerzeniem na cytoplazme (Panel
D). Panele A i C przedstawiajg obszary zainteresowania w obrebie jadra, a Panele B i D obszary zainteresowania w obrebie cytoplazmy. Panel E przedstawia krzywe
odpowiedzi na dawke, poréwnujace segmentacje pierscieniowaring (niebieskie i zielone krzywe) z segmentacjg band ustawiong w taki sposéb, aby usunaé po dwa piksele
z kazdej strony granicy jadra (krzywa czerwona i czarna). N = 6 dotkéw + SD dla kazdej plytki. Akwizycji zdje¢ dokonano przy uzyciu obiektywu o powiekszeniu 20x (0,75

NA) systemu BD Pathway™ 855.

Segmentation Image

No Scrapping

Scrapping
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Segmentation Mask

Efekt zastosowania metody
(scrapping) na segmentacje
obrazu. Jadra barwione odczynnikiem
Hoechsta zobrazowano i podzielono na
segmenty z zastosowaniem metody okreslenia

Rycina 17.
wycinkéw

minimalnej i maksymalnej wielkosci wycinka
(odpowiednio 300 i 2000) i bez wycinania.
Panele A i B przedstawiajg odpowiednio

podzielony na segmenty obraz z numerami
obszaréw zainteresowania i maske segmentacji
bez zastosowania wycinania. Panele C i
D przedstawiaja odpowiednio  podzielony
na segmenty obraz z numerami obszaréw
zainteresowania i maske segmentacji przy
zastosowaniu metody wycinania. Czerwona
strzatka wskazuje obszary zainteresowania
usuniete metoda wycinania w oparciu o0
rozmiar; obiekty te nie majg juz skojarzonych z
nimi numeréw. Akwizycji zdje¢ dokonano przy
uzyciu obiektywu o powiekszeniu 20x (0,75 NA)
systemu BD Pathway™ 855.
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Cechy pomiarowe

Po dokonaniu odpowiedniej segmentacji obrazéw, mozna zmierzy¢
bardzo wiele cech. Wiekszo$¢ cech mozna sklasyfikowaé jako
oparte na natezeniu i oparte na wiasciwosciach morfometrycznych.
Niektore cechy, np. $rednie natezenie i obszar, sg cechami og6lnymi,
wykorzystywanymi w wiekszosci aplikacji. Inne cechy sg unikalne dla
konkretnych aplikacji. Na przyktad $rednia dtugo$¢ neurytu, liczba
korzeni i punkty weztéw to cechy specyficzne w aplikacji Rozrostu
Neurytéw. Do oprogramowania BD AttoVision™ v.l.6 dodano wiele
nowych funkcji pomiarowych, w tym pomiary morfometryczne,
zaawansowane pomiary oparte na natezeniu i mierzenie obiektow w
ramach obiektéw. Pomiar wielu cech umozliwia bardziej szczegétowe
(high content) badanie systemu biologicznego.

Etap 4 - Analiza i wizualizacja danych

Interpretacja wynikéw z aplikacji obrazowania wieloparametrowego
wymaga wilasciwej prezentacji i wizualizacji danych obrazu.
Oprogramowanie BD Pathway™ oferuje wiele opcji wyswietlania
danych. Dane obrazu mozna wyswietli¢ w formie graficznej w postaci
map termicznych, wykreséw liniowych, wykreséw stupkowych,
wykreséw rozproszonych czy krzywych odpowiedzi na dawke. Poza
tym, w celu szybkiego zinterpretowania danych w obrebie ptytki lub
zestawu plytek, istnieje mozliwo$¢ wysSwietlenia miniatur obrazéw
dla catej ptytki i przegladania wartosci pomiaréw cech w formie map
termicznych natozonych na mape wielodotkowg lub mape ekspozycji
na lek.
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Klasyfikacja danych

Dane obrazu mozna réwniez sklasyfikowa¢ w grupy w oparciu o
wartosci progowe zdefiniowane przez uzytkownika, ktdre sg specyficzne
dla danej cechy mierzonej. Umozliwia to szybkie identyfikowanie i
lokalizowanie odpowiedzi pozytywnych z serii ptytek, jak w kampanii
skriningowej leku. Klasyfikacji danych mozna réwniez dokona¢ ,z
marszu”, aby umozliwi¢ natychmiastowg wizualizacje wynikéw. Dane
dotyczace obszaréw zainteresowania i dotkéw moga by¢é oznaczone
kodem barwnym w zaleznoéci od pozioméw odpowiedzi. Rycina
18 przedstawia sklasyfikowane dane dot. doswiadczenia skriningu
przeciwciat certyfikowanych do obrazowania biologicznego - BD™
Bioimaging Certified (oméwionego w rozdziale Przygotowanie Materiatu
Biologicznego).

Wykresy rozproszone, ograniczenia
parametrow i odsetki odpowiadajacych

Wiele odpowiedzi biologicznych ma charakter heterogenny i tylko
subpopulacja komérek moze odpowiedzie¢ na podanie substancji
badanej w pewnym punkcie czasu. Jednym zesposobéw przeanalizowania
heterogennej odpowiedzi biologicznej jest sporzadzenie wykresu
odsetka komérek w populacji, ktére wykazujg dang odpowiedz. Mozna
to zrealizowa¢ ustalajagc warto$¢ progowg dla danej cechy i klasyfikujac
komoérki jako odpowiadajace i nieodpowiadajgce w odniesieniu do
progu. W celu okres$lenia odpowiedniego progu, wartosci dwéch
cech mozna umiesci¢ obok siebie na wykresie rozproszonym. Na
Rycinie 19 przedstawiono przyktad, w ktérym wartosci z obszaréw

Antibody
Staining
Intensity

@ Very Low
B No Staining

Rycina 18. Klasyfikacja danych ze skriningu przeciwciat. Komorki HelLa zostaty utrwalone i poddane barwieniu 47 r6znymi swoistymi przeciwciatami, przy zastosowaniu
odpowiednich kontroli, w zduplikowanych dotkach plytki 96-dotkowej. Przy uzyciu oprogramowania BD AttoVision, poszczegélne komdrki i dotki zostaty zliczone w oparciu
0 natezenie barwienia przeciwciatami i sklasyfikowane w sze$¢ grup. Klasyfikacje miescily sie w zakresie od duzego natezenia barwienia (czerwony) po brak barwienia
(ciemnoniebieskie). Miniatury obrazéw z reprezentatywnej plytki 96-dotkowej pochodzacej z doswiadczenia przedstawione sagw Panelu A, a klasyfikacje opartg na dotkach
oznaczonych kodem barwnym przedstawia Panel B. Na Panelu C widnieje reprezentatywne pole obrazu z dotka, sklasyfikowane na poziomie Sredni (z6ity). Panel
D przedstawia klasyfikacje poszczegélnych komoérek (nalezy zwréci¢ uwage na kody barwne) oparta na $rednim natezeniu barwienia cytoplazmy. Akwizycji obrazéw
dokonano przy uzyciu obiektywu z powiekszeniem 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 855.
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Rycina 19. Wykresy rozproszone i ograniczenia wartosci cech stosowane do obliczenia odsetka odpowiadajgcych. Komérki HT-1080 poddano ekspozycji na
rozcieiczenia nadtlenku wodoru (w kontroli nie podawano tego czynnika) przez 10 minut. Komérki zostaly utrwalone i przeprowadzono barwienie jadra (odczynnik
Hoechsta) i ognisk w jadrach (przeciwciato anti-y-H2AX). Ogniska w jadrach podzielono na segmenty i zliczono w poszczegdlnych jadrach za pomocg automatycznej
metody analizy obrazu (Rycina 11). Panel A przedstawia wykres rozproszony przecietnej liczby ognisk na jedno jadro wzgledem natezenia barwnika Hoechsta w przypadku
komérek traktowanych (250 pM nadtlenku wodoru, czarne znaki) i komérek kontrolnych (czerwone znaki), N = 6 dotkéw. W przypadku wigkszo$¢ komérek kontrolnych
odnotowano przecigtnie mniej niz 20 ognisk. Panel B przedstawia krzywe odpowiedzi na dawke z odsetkiem odpowiadajacych przy kazdej dawce nadtlenku wodoru, przy
czym $rednia liczba zmian w jadrze zostala ograniczona do ré6znych pozioméw: >20 (czarna krzywa), >25 (czerwona krzywa) i >30 (niebieska krzywa) ognisk na jadro. N
= 6 dotkéw * SD. Akwizycji obrazéw dokonano przy uzyciu obiektywu z powiekszeniem 40x (0,9 NA) systemu BD Pathway™ 855.

zainteresowania, pochodzace z wielu dotkéw kontrolnych i poddanych
ekspozycji na lek, zostaly umieszczone na tym samym wykresie.
Pozwolito to na tatwiejsze ustalenie progowego poziomu odpowiedzi,
ktéry najlepiej oddzielat dwie kategorie. Wartosci progowej uzyto
nastepnie do natozenia ograniczenia na dane z doswiadczenia, tak, aby
mozna byto przedstawi¢ na wykresie odsetek komaérek powyzej progu
(odsetek odpowiadajacych).

Wspoétczynnik Z' i stosunek sygnatu do szumu

Oprogramowanie BD Pathway™ automatycznie oblicza wspétczynnik
Z’ i stosunek sygnatu do szumu (ang. signal-to-noise ratio —SN) dla
kazdej mierzonej cechy. Umozliwia to ocene rang skutecznosci cech jako
narzedzi pomiarowych. Wspotczynnik Z’ jest powszechnie stosowang
miara oceny zdolnosci testu do skriningu lub jego stabilnosci. W
przypadku obliczania wspétczynnika dla dawki nizszej od maksymalnej,
jest on nazywany wspoétczynnikiem Z, a nie wspotczynnikiem Z°.4 W
celu obliczenia wspoétczynnika Z* zwykle przygotowuje sie ptytke w
konfiguracji min/maks z potowg ptytki wystawiong na dziatanie leku w
stezeniu wystarczajgcym do wygenerowania maksymalnej odpowiedzi
do wykorzystania jako kontroli pozytywnych i drugg potowg poddang
pozornemu leczeniu do wykorzystania jako kontroli negatywnych.
Terminy statystyczne uzyte do obliczenia wspotczynnika Z” i stosunku SN
obejmuja $rednig (p) i odchylenie standardowe (o) kontroli pozytywnych
(p) i negatywnych (n) (odpowiednio pp, op, pn, on). Réwnanie dla
wspétczynnika Z’ jest nastepujace:

Z.factor=i.ix (t+xa>
IHp-HNl

Wspétczynnik Z’ dla testu jest bliski 1,0, gdy tzw. okno testu jest bardzo
duze, a odchylenia standardowe bardzo mate. Testy ze wsp6iczynnikami
Z’ >0,5 sa uznawane za odpowiednie dla bibliotek lekéw poddawanych
skriningowych, ale moga istnie¢ pewne réznice w zaleznosci od testu. Jesli
wartosci wspotczynnikéw Z’ spadaja ponizej zera, punkty danych z dotkéw
stanowigcych kontrole pozytywna i negatywng pokrywaja sie. Stosunek SN
definiuje sie w nastepujacy sposob:

My = |
SN= —5—

n
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Parametry o duzych wartosciach sygnatu do szumu wykazujg wieksze
oddzielenie populacji kontrolnych i traktowanych badang substancja.
Rycina 20 przedstawia przyktad plytki w konfiguracji min/maks
przygotowanej przy uzyciu aplikacji translokacji NF-kB do jadra.

wartosci ECHi 1c®

Miernikami stosowanymi najczeéciej do oceny sity dziatania leku sg
stezenia leku (substancji badanej) powodujace 50% zahamowanie
okreslonego procesu, ECPw przypadku agonistow i IC.Q)w przypadku
antagonistéw. Terminy te odnosza sie do stezenia leku, ktory
wywotuje odpowiedZz w punkcie $rodkowym pomiedzy wyjsciowym
i maksymalnym poziomem odpowiedzi. Wartosci EC,0 i IC_o nalezy
oblicza¢ w oparciu o uwaznie przygotowane krzywe odpowiedzi na lek.
W celu wygenerowania najlepszych wynikéw, krzywe musza zawiera¢
punkty danych, ktére doktadnie odzwierciedlajg zakres odpowiedzi.
Poza tym musi istnie¢ odpowiednia liczba powtérzen dotkéw w celu
zminimalizowania ,,wrodzonej” zmiennoéci biologicznej. Dane dot.
odpowiedzi na lek sg dopasowywane do krzywej sigmoidalnej za pomoca
4-parametrowego modelu logistycznego (model Hill-Slope). Krzywe
wykorzystuje sie nastepnie do okre$lenia wartosci EC®i ICW Réwnanie
definiuje sie jako:

(Top - Bottom)

Y = Bottom + 7=y eca{Hin siope))

gdzie Y to wartos¢ zaobserwowana, Bottom to najnizsza warto$¢
zaobserwowana, Top to najwyzsza warto$¢ zaobserwowana, a nachylenie
Hill slope daje najwiekszg warto$¢ bezwzgledng nachylenia krzywej.
W przypadku testéw dla antagonistdw, komorki sg najpierw poddane
dziataniu antagonistéw w petnych stezeniach, a nastepnie agonistow w
dawce ponizej maksymalnej, zdolnej wywota¢ poziom odpowiedzi 70%
lub 80% (ECylub ECH.

Przy uzyciu oprogramowania BD Pathway, krzywe ECS) i ICS) mozna
oblicza¢ automatycznie. Przykiad struktury ptytki dla celéw obliczenia
wartosci ECS.i IC przedstawia Rycina 21. Wygenerowano dwie krzywe
odpowiedzi na dawke, jedng dlaTNF-a, adrugg dla MG-132, inhibitora
odpowiedzi na NF-kB. W przypadku testu hamowania, komoérki byty
wstepnie traktowane réznymi stezeniami inhibitora przez 30 minut, po
czym nastepowata ekspozycja na agoniste przy ECQ0.
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Rycina 20. Prezentacja graficzna testu translokacji NF-kB do jadra. Przygotowano ptytke w konfiguracji min/maks. Gérng cze$¢ plytki (N = 48) potraktowano
jako kontrole, a dolng potowe plytki (N = 48) poddano dziataniu 50 ng/ml TNF-a przez 30 min. Komorki przygotowano i poddano barwieniu za pomoca przeciwciata
wykrywajacego biatko p65 NF-kB . Ceche mierzong, zdefiniowang jako stosunek przecietnego natgezenia fluorescencji jadra do przecigetnego natezenia fluorescencji
cytoplazmy dla kazdego dotka, przedstawiono graficznie w postaci mapy termicznej (Panel A, kolor ciemny = niska warto$¢ stosunku, kolor jasny = wysoka warto$¢
stosunku). W celu przedstawienia na wykresie warto$ci stosunkéw + SEM dla kazdej studzienki, zastosowano wykres liniowy (Panel B). Wspétczynnik Z’ i stosunek sygnatu
do szumu (SN) obliczone dla tej mierzonej cechy przez oprogramowanie BD Pathway™ wyniosty odpowiednio 0,78 i 31,23.
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Rycina 21. Krzywe odpowiedzi na dawke w tescie translokacji NF-kB do jadra. Zaréwno w testach dla agonisty (TNF-a), jak i antagonisty (MG-132), uzyto komérek Hela.
Test dla antagonisty zrealizowano przy poziomie EC80 dla TNF-a (3 ng/mL). Komérki przygotowano i poddano barwieniu za pomoca przeciwciata przeciw NF-kB. W celu
oznakowania kazdego dotka odpowiednim stezeniem substancji dozowanej (czerwony tekst na Panelu B), oprogramowanie wykorzystato mape ptytki poddanej dziataniu
leku (Panel A). Stosunek $redniego natezenia fluorescencji jadra do $redniego natezenia fluorescencji cytoplazmy dla kazdej studzienki jest przedstawiony w postaci mapy
termicznej (Panel B, kolor ciemny = niska warto$¢ stosunku, kolor jasny = wysoka warto$¢ stosunku). Do obliczenia EC®dla TNF-a (Panel C) i IC®Ddla MG-132 (Panel
D) wykorzystano oprogramowanie BD Pathway.
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Podsumowanie

Wdrozenie stabilnej aplikacji akwizycji i wieloparametrowej analizy
obrazu to ztozony i czasochtonny proces. Istnieje wiele czynnikéw, ktére
moga w sposéb decydujacy wptywaé na wyniki. Proces komplikuje sie
jeszcze bardziej, poniewaz kazda aplikacja jest unikalna i wigze sie z
nowym zestawem istotnych czynnikéw. Czynniki wywierajace najwiekszy
wplyw nalezy optymalizowa¢. Ta nota aplikacyjna stuzy jako przewodnik
w identyfikowaniu kluczowych czynnikéw, ktére moga mie¢ najwiekszy
wptyw na skuteczne wdrozenie obrazowania wieloparametrowego.

Aby uczyni¢ caty proces tatwiejszym do zarzadzania, podzielilismy go
na cztery etapy: przygotowanie materiatu biologicznego, akwizycja
obrazu, analiza obrazu i analiza danych. W ramach kazdego etapu
zidentyfikowali$my kilka kluczowych czynnikéw, ktére w decydujacy
sposob wptywaja na wyniki testu. Wykorzystujac specjalne przyktady
pochodzace z aplikacji obrazowania wieloparametrowego oraz innych
materiatow zrédtowych, przedstawilisSmy i omowiliSmy wiele parametrow
wptywajacych na te czynniki i przedstawiliSmy wskazéwki majace
pomoéc w ich optymalizacji. Dogtebne zrozumienie procesu akwizycji
i wieloparametrowej analizy obrazu zapewni podstawy dla rozwoju i
optymalizacji nowych i istniejacych aplikacji.

Naszym celem jest sprawi¢, aby sterowanie procesem akwizycji i
wieloparametrowej analizy obrazu byto fatwiejsze dzieki specyficznym
produktom i publikacjom poswieconym tej ekscytujacej i ambitnej
technologii (patrz Produkty BD do Obrazowania Wieloparametrowego).

Postepy Biochemii 56 (2) 2010

PiSmiennictwo

1. Starkuviene V. and Pepperkok R. The potential of high-content high-throughput
microscopy in drug discovery. British Journal of Pharmacology. 2007;152:62-71.

2. Passage Number Effects In Cell Lines - Why they happen and what you can do
about it. American Type Culture Collection (ATCC) Technical Bulletin. 2007;7.

3. Lundholt BK. A simple technique for reducing edge effects in cell-based assays.
Journal of Biomolecular Screening. 2003;8(5):555-570.

4. Zhang JH, Chung TD, Oldenburg KR. A simple statistical parameter for use
in evaluation and validation of high throughput screening assays. Journal of
Biomolecular Screening. 1999;4(2):67-73.

5. Shaw PJ, Rawlings DJ. The point-spread function of a confocal microscope:
its measurement and use in deconvolution of 3-D data. Journal of Microscopy.

1991:163:151-165.

6. Russ JC. The image processing handbook, 4th ed. Boca Raton, F: CRC Press;
2002.

231



BDProdukty BD do Akwizycji i
Wieloparametrowej Analizy Obrazu

BD Biosciences oferuje kompletne rozwigzanie do akwizycji
iwieloparametrowej analizy obrazu (ang. high-contentimaging). Ponizej
znajduje sie stale rozszerzany wykaz ustug i produktéw stworzonych, aby
poméc we wdrozeniu tej ekscytujacej technologii.

Materiat Biologiczny

»  Plytki Obrazowe BD Falcon™

o

Przetestowane pod katem ptaskosci

o

Pokrywa ograniczajgca parowanie

o

Pierscienie kondensacyjne
* Macierze Zewnatrzkomérkowe (BD Biocoat™)
°  Kolagen
°  Poli-D-lizyna
°  BD Matrigel™
°  Inne
¢ Odczynniki i Zestawy BD™ Certyfikowane do Obrazowania
Biologicznego

o

Przeciwciata nieznakowane

°  Przeciwciata koniugowane bezposrednio znakowane
fluorescencyjnie

o

Zestaw do Cyklu Komérkowego

o

Zestaw Testowy In-vitro do Komoérek Mikronukleusa

o

Fluorescencyjne biatkowe biomarkery organelli komérkowych

¢ Automatyczny Licznik Komérek BD AccuCell™

o

Technologa oparta na obrazie

o

Liczby komoérek zdolnych do zycia/ niezdolnych do zycia

o

Jednorazowa komora zliczania komérek

Akwizycja Obrazu

* Analizatory Komérkowe BD Pathway™ 435 i 855 do akwizycji i
wieloparametrowej analizy obrazu

o

Zaawansowane automatyczne ustawianie ostrosci oparte o laser

o

Konfokalna z wirujgcym dyskiem w czasie rzeczywistym
°  Wysoce precyzyjne obiektywy obstugujace wymiary X, Y i Z
Zr6dio $wiatta - petne spektrum

° Kontrola temperatury i CO, (tylko BD Pathway 855)

° Opcje pracy z cieczami (tylko BD Pathway 855)
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Analiza Obrazu

BD AttoVision™ 1.6

°  Przetwarzanie Obrazu

1 Kompensacja réznic czutosci poszczegdélnych pikseli

1 Odejmowanie tla
1 Korekcja cieni
1 Inne filtry

°  Segmentacja

1 Reczne i automatyczne ustawianie progu

1 Wielobok {Polygon)
1 Pierscien {Ring)
1 Dwukanatowa {Dual Channet)

1 Pasma {Bands)

Analiza Danych i Wizualizacja

Oprogramowanie BD Pathway

°  Klasyfikacja danych

°  Wykresy stupkowe

°  Wykresy rozproszone

°  Krzywe odpowiedzi na dawke

°  Mapy termiczne

° Analiza danych komdrka po komo
°  Analiza subpopulacji

°  Tréjwymiarowy rendering

Wsparcie Techniczne i Szkolenia

Nory aplikacyjne
Wsparcie klienta
Naukowcy ds. aplikacji technicznych

Osrodek edukacyjny

rce, dotek po dotku

Indywidualne ustugi softwarowe BD Pathway

Opcje gwarancji i przedtuzonej umowy serwisowej

D

BD Biosciences

ul. Krélowej Marysienki 90
02-954 Warszawa

tel.: +48 22 651 62 52
faks: + 48 22 651 75 89
www.bdbiosciences.com
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TurboFect™ sIRNA Transfection Reagent

Highly efficient silencing at low siRNA concentrations

Efficient siRNA transfection

/ All the advantages at a glance

Highly efficient siRNA transfection.

Low siRNA concentrations for gene silencing.
Transfection of a wide variety of cell types.
Compatible with serum and antibiotics.

- Cy3-labeled siRNA

- DAPI stained nuclei

endosomes labeled with ani-Transferrin
receptor antibodies

Applications
+ siRNA transfection.
+ siRNA-DNA co-transfection.

Efficient gene silencing using GFP specific siRNA

o ® S
s = 8

n
o

o

5 10 33 : 25 20 25 oM | Product cat# | -mm

TurboFect™ vendorA, 1 vendorA, 2 vendorB  wvendorC  vendorD  vendorE TurboFect™ siRNA Transfection Reagent R1401 0.5 ml

Relative GFP mRNA expression,
FN
o

Inhibition of GFP expression in cells transfected with GFP-targeting siRNA.
siRNA concentrations recommended by each manufacturer were used.

TurboFect™ Protein Transfection Reagent

Highly efficient delivery of functionally active proteins

Transfected goat IgG is localized in HelLa cell
/ All the advantages at a glance

 High transfection efficiency of a wide variety of cell types.

 Delivers functionally active proteins. e - f
« Delivers more protein molecules per cell than other reagents.
Application * WEJF] Green - Alexa Fluor 488-labeled goat 1gG

Blue - DAPI stained nucleus

+ Delivery of proteins, antibodies and peptides.
yorp pep Red - endosomes labeled with PE conjugated

) mouse anti-Transferrin receptor antibodies
High transfection efficiency
€100 1000 §
g +800 £
8 3
£ 60 600 g
S o
g 40 400 g
% o 2 Product Size
2 20 \»200 e
E 0 . L0 é TurboFect™ Protein Transfection Reagent K1411 125 pi
- TurboFect™vendor A vendor B vendor C vendor D vendor E IgG only negative control (supplied with Enhancer Solution and control protein)
Comparison of Fermentas reagent with transfection reagents from other vendors. HeLa cells
were transfected with Alexa Fluor 488-labeled goat IgG.
abo Grazyna Tarnowska Boreysza d
ul. Podle$na 6a, 80-255 Gdansk z ‘—‘5
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tei.: (58) 341 21 43; fax: (58) 520 33 80 -
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Calbiochem®

.'Szukasz lepszego sposobu
na zabezpieczenie preparatow
wybarwionych fluorescencyjnie?

Tak! Wybierz odczynnik
F|UOI'S&V€TM, ktory zapewni

najlepsze wyniki.

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

Cechy:

« Wodne medium do zamykania preparatow
mikroskopowych.

e Zabezpiecza skrawki tkanek lub komérki
wybarwione fluorescencyjnie.

* Preparaty przechowywane w 4°C
w ciemnosci sg zabezpieczone przed
wygaszaniem sygnatu fluorescencji przez
kilka miesiecy.

« Uzywany z nastepujacymi znacznikami
fluorescencyjnymi: fluoresceina, rodamina
lub fikobiloproteiny.

* Nie zawiera glicerolu.

* Latwy w uzyciu.

www.merck-chemicals.pl

MERCK


http://www.merck-chemicals.pl

	SPIS TREŚCI



