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xCELLigence system analizy komórek 
w czasie rzeczywistym

Głębsze spojrzenie, prawdziwe zrozumienie

Ryc. 1: monitorowanie w  czasie rzeczywistym 

cytotoksyczności poprzez degradację DNA.

Etopozyd to czynnik niszczący DNA, który w  wysokim 

stężeniu indukuje apoptozę, a w  niższych stężeniach 

prowadzi do przejścia w  fazę S lub G2.

Doświadcz potęgi dynamiki analizy komórkowej w czasie 

rzeczywistym, bez użycia barwników przy użyciu nowego systemu 

xCELLigence. Uzyskuj dane z całych eksperymentów, które przy 

użyciu dotychczasowych metod nie były osiągalne. Pracuj bez 

użycia barwników by zapewnić pełną ńzjologiczną wiarygodność 

danych. Wybierz z elastycznych opcji formatów by dostosować 

system do swoich potrzeb: 48, 96 lub 576 (6 x 96) dołków.

■  Zbieraj dane z całego przebiegu eksperymentu

■  Otrzymuj fizjologiczną wiarygodność danych i eliminuj 
konieczność stosowania obcych barwników i reporterów

■  Maksymalizuj wszechstronność: analizuj komórki
w szerokim zakresie dynamicznym oraz wykonuj różne 
rodzaje analiz (np. proliferację i cytotoksyczność, ryc. 7J

System xCELLigence to głębsze spojrzenie dla prawdziwego zrozum ienia

Odwiedź naszą stronę internetową www.xcelligence.roche.com 
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Stres oksydacyjny
Odkrycie w końcu lat 60. ubiegłego stulecia dysmutazy ponadtlenkowej — enzymu, którego substratem jest wolny rodnik, rozbudziło ogromne zain­
teresowanie zagadnieniami powstawania, reakcji i biologicznych efektów wolnych rodników i innych reaktywnych pochodnych tlenu, a także enzymami 
usuwającymi reaktywne pochodne tlenu i nieenzymatycznymi przeciwutleniaczami. Te interdyscyplinarne z natury swojej badania angażują biologów, 
chemików, fizyków i lekarzy. Ich wyniki przedstawiane są na zjazdach wielu towarzystw naukowych i publikowane w różnych czasopismach, jednak w 
1982 powstało międzynarodowe Towarzystwo Badań Wolnych Rodników (Society for Free Radical Research) skupiające badaczy reaktywnych pochodnych 
tlenu i antyoksydantów.
W czerwcu 1993 r. w Zwierzyńcu miało miejsce pierwsze austriacko-polskie spotkanie bilateralne poświęcone tematyce wolnorodnikowej, zorganizowane 
przez prof. Tomasza Bilińskiego i prof. Joerga Schaura. Na tym spotkaniu zapadła decyzja o utworzeniu Polskiej Sekcji Society for Free Radical Research, 
której pierwszym przewodniczącym został prof. T. Biliński. Była ona afiliowana przy Polskim Towarzystwie Biofizycznym. Kolejne sympozja tej sekcji Sekcji 
SFRR, z bogatym udziałem wykładowców zagranicznych odbywały się co dwa lata w Łodzi, a niestrudzoną ich organizatorką i wieloletnią przewodniczącą 
Polskiej Sekcji SFRR była prof. Maria Bryszewska. Ostatnie sympozjum tej serii miało charakter konferencji ogólnoeuropejskiej (SFRR-Europe Summ er 
Meeting, Łódź 2004).
Decyzją Europejskiej Sekcji SFRR zlikwidowano narodowe sekcje towarzystwa. (Obecnie każdy badacz może zostać członkiem towarzystwa wypełniając 
deklarację i wpłacając składkę członkowską; odsyłam do strony internetowej http ://w w w .sfrr-europe.org/). Ta zmiana zakończyła sympozja Polskiej Sek­
cji SFRR i sprawiła, że „wolnorodnikowcy" zaczęli spotykać się w ramach zjazdów Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Sesje poświęcone tej tematyce 
znajdowały się w programie większości zjazdów naszego Towarzystwa w ostatnich latach, a niektóre z nich miały charakter w pełni międzynarodowy, z 
udziałem wielu wykładowców zagranicznych i obradami w języku angielskim (Gdańsk 2003 , Białystok 2006 ). Również w programie tegorocznego, XLV 
Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Wiśle, przewidziana jest sesja Biochemia przeciwutieniaczy, a tegoroczny zjazd Polskiego Towarzystwa 
Biofizycznego (Łódź, 2 8 -3 0 . IX .2010) przewiduje sesję Wolne rodniki w biologii i medycynie.
Duże zainteresowanie badawcze reaktywnymi pochodnymi form, tlenu i przeciwutleniaczami w naszym kraju było bodźcem do poświęcenia tym zagad­
nieniom specjalnego numeru Postępów Biochemii w bieżącym roku. Co więcej, sprawiło ono, że liczba zgłoszonych artykułów przekroczyła ramy jednego  
zeszytu i zamiast jednego, w roku 2010 ukażą się dwa numery specjalne Postępów (2 i 3). Zawierać one będą artykuły zgrupowane w kilka cykli tem ­
atycznych. W numerze 2 znajdą się artykuły poświecone mechanizmom działania reaktywnych pochodnych tlenu i oksydacyjnym uszkodzeniom białek i 
kwasów nukleinowych (artykuły Gębickiej i wsp., Szuby i wsp., Gębickiego i wsp., Zaremby i wsp., Płoszaja i wsp.), aktywacji czynników transkrypcyjnych 
przez reaktywne pochodne tlenu (artykuły Florczyk i wsp., Stachurskiej i wsp.), mitochondriom jako źródłom reaktywnych pochodnych tlenu (artykuły 
Lebiedzińskiej i wsp., Karachitosa i wsp.) oraz powstawaniu i roli reaktywnych pochodnych tlenu w roślinach (artykuły Szymańskiej i wsp., Rucińskiej- 
Sobkowiak). Numer 3 zawierać będzie artykuły omawiające fizjologiczne i patologiczne aspekty reakcji reaktywnych pochodnych tlenu (artykuły Nowaka 
i wsp., Książka, Jodko i Litwinienko), mechanizmy działania przeciwutleniaczy (artykuły Kowalewskiej i wsp., Muzolf-Panek i wsp., Stępień) oraz metalom  
w aspekcie stresu oksydacyjnego (artykuły Lewandowskiej i wsp., Lipińskiego i wsp., Lenartowicz i wsp.).
Wszystkim Autorom bardzo dziękuję za trud włożony w przygotowanie artykułów, a Czytelnikom życzę przyjemnej lektury.

Grzegorz Bartosz
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W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

Dr Zbigniew Dauter (Fot. 1), kry­
stalograf, specjalista w  dziedzinie  
współczesnych problem ów biologii

Fot. 1. Dr Zbigniew  D au ter z  prof. M ichałem  Klei- 
berem.

strukturalnej, otrzymał prestiżowy  
Medal im. Mikołaja Kopernika przy­
znawany przez Polską Akademię 
Nauk. Dr D auter pracuje w  A rgonne 
National Laboratory koło Chicago, 
dysponującym  najw iększym  źródłem  
synchrotronow ym  w USA. Jedno­
cześnie kieruje niezależną g rupą  ba­
dawczą w N ational Cancer Institute. 
Wcześniej w spółpracow ał z kilkoma 
najlepszymi naukow ym i ośrodkam i 
zagranicznymi, tj. z U niw ersytetem  
w  Yorku w  Wielkiej Brytanii, z ośrod ­
kiem synchrotronow ym  EMBL w 
H am burgu, a następnie w  Brookha- 
ven w  Stanach Zjednoczonych. W y­
niki badań naukow ych opublikow ał 
w ponad 270 artykułach, w  tym  15 z 
nich w „N aturę", a Jego prace były 
cytowane ponad  10 tysięcy razy. Jego 
badania w niosły znaczące wartości 
do rozwoju biologii strukturalnej, 
m.in. m etodę halogenkowej deryw a­
ty zacj i kryształów  białek (zwanej m e­
todą dauteryzacji). Profesor Andrzej 
Legocki, który w ygłaszał laudację 
uzasadniająca przyznanie M edalu, 
przypom niał, że w  Pracowni d r Dau- 
era wielu Polaków odbyło staże n a ­
ukowe, a publikacje pow staw ały przy 
w spółpracy z nimi. Dr D auter jest czę­
stym  gościem spotkań naukow ych w 
Polsce (wg serw isu N auka w Polsce).

Zachętą dla m łodzieży do rozwija­
nia zainteresow ań i pogłębiania w ie­

dzy z zakresu fascynującej dziedziny, 
jaką jest biochemia stał się KONKURS 
BIOCHEMICZNY adresowany do 
m łodzieży licealnej. I edycja Kon­
kursu odbyła się 26 marca 2010 r. w  
Lublinie (Fot. 2-5). Organizatorem  
konkursu było III Liceum Ogólno­
kształcące im. Unii Lubelskiej w  
Lublinie, patronat m erytoryczny nad 
konkursem  objął W ydział Biologii i 
Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii 
Curie-Skłodowskiej w  Lublinie. Pa­
tronat honorow y objęło Polskie To­
warzystwo Biochemiczne.

Konkurs spotkał się z ogrom ­
nym  zainteresowaniem  nauczycieli 
i uczniów ze środowiska woj. Lubel­
skiego. Do konkursu zgłosiło się 195

uczniów z 12 szkół ponad gimnazjal­
nych z w ojew ództw a lubelskiego (I 
LO, III LO, V LO, IX LO oraz XXI LO 
w Lublinie, I LO w  Chełmie, I LO i

III LO w Puławach, I LO w Radzyniu 
Podlaskim, I LO w Świdniku, I LO i 
II LO w Zamościu). Konkurs został 
przeprow adzony w formie pisemnej 
(pytania testowe, schematy i cykle 
do uzupełnienia i opisania, tabele do 
uzupełnienia, wzory strukturalne do 
rozpoznania, oraz pytania opisowe) i 
swoim zakresem obejmował między 
innymi budow ę i charakterystykę 
wybranych biocząsteczek metaboli­
zm u pierwotnego i wtórnego, podsta­
wowe szlaki biochemiczne, współza­
leżność procesów metabolicznych na 
poziomie komórki i całego organizm u 
oraz wybrane zagadnienia z genetyki 
molekularnej. Wszystkie pytania zo­
stały opracowane przez Pana mgr Ta­
deusza Walczyńskiego, nauczyciela 

chemii w  III LO 
w Lublinie i rów ­
nocześnie stu­
denta V-go roku 
biologii, specjal­
ność biochemia 
na UMCS oraz 
przez członków 
Rady N auko­
wej Konkursu, 
którą tworzyli 
naukowcy z Uni­
wersytetu Marii 
C u rie -S k ło d o w ­
skiej w  Lublinie: 
prof. Teresa Ja­
kubowicz, kie­
rownik Zakładu 
I m m u n o l o g i i  
B ezkręgow ców , 
dr hab. Krzysz­
tof Grzywno- 
wicz, profesor 
nadzwyczajny w 
Zakładzie Bio­
chemii, oraz dr 
hab. Anna Ja- 
rosz-Wilkołazka, 
adiunkt w  Za­
kładzie Bioche­
mii. W przerwie 
p o p rz e d z a ją c e j  
ogłoszenie w yni­

ków, uczestnicy mieli możliwość w y­
słuchania wykładu Pani dr hab. Anny 
Jarosz-Wilkołazkiej pt.: „Od grzybni 
do ... kłębka — możliwość wykorzystania

Postępy Biochemii 56 (2) 2010 99

Fot. 2. Uczniowie liceów w  oczekiw aniu na wyniki.

Fot. 3. Szczęśliwe tw arze uczniów  po skończeniu konkursu.
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Fot. 4. W ręczenie dyplom ów  przez D yrektora III LO w  Lublinie oraz przez członków 
Rady N aukow ej K onkursu.

barwników grzybowych". Prezydium  
komisji oceniającej (dr hab. Krzysztof 
Grzywnowicz, d r hab. Anna Jarosz- 
Wilkołazka) na podstaw ie uzyska­
nych w yników , wyłoniło laureatów. 
N agrody (1-3 miejsca) w  postaci atrak­
cyjnych w ydaw nictw  książkowych o 
łącznej wartości ok. 1100 zł, otrzymali: 
I miejsce — Krzysztof Grzechnik z I 
LO w  Lublinie, II miejsce — Ewelina 
Rybak z I LO w Puławach, III miej­
sce — Maciej Mrowieć z I LO w  Pu­
ławach. W yróżnienia — od I do V do­
stali: I w yróżnienie — Anna Pastucha 
z III LO w  Lublinie, II w yróżnienie — 
Joanna K rupka z I LO w Puławach, III 
w yróżnienie — Sara Janowska z I LO 
w Puławach, IV wyróżnienie — Ana­
stazja G ładysz z I LO w  Świdniku, 
V w yróżnienie — Paulina Gomółka 
z III LO w  Lublinie. Fundatoram i na­
gród byli: Dziekan W ydziału Biologii

i N auk o Ziemi UMCS, prof. dr hab. 
Anna Tukiendorf; Oddział Lubelski 
Polskiego Towarzystwa Biochemicz­
nego; O ddział Lubelski Polskiego 
Towarzystwa Chemicznego; Firma

S ig m a-A ld rich  
oraz Lecznica 
dla zwierząt 
CHIRON WET 
w  Lublinie. 
Z w y c i ę z c o m  
g r a t u l u j e m y ,  
poniew aż udo ­
wodnili, że na­
praw dę znają 
biochemię, a 
f u n d a t o r o m  
dziękujemy za 
u f u n d o w a n i e  
a t r a k c y j n y c h  
nagród. Gorące 
podziękow ania  
należą się rów ­

nież studentom  ostatnich lat w ydziału 
BiNoZ UMCS, którzy uczestniczyli w 
pracach komisji oceniającej. W przy­
szłym roku planow ana jest kolejna 
edycja konkursu. Serdecznie zapra­
szamy! (opracowanie: Anna Jarosz- 
Wilkołazka — UMCS Lublin, Tadeusz 
Walczyński — III LO w Lublinie).

Staże w  laboratorium bioche­
m icznym  dla studentów  i ab­
so lw entów  (uczestnicy projektu  
„Laboratorium biotechnologicz­
ne w  praktyce — stym ulow anie  
przedsiębiorczości akadem ickiej 
w  obszarze life  science") będą m o­
gły  odbyć się w  Innow acyjnym - 
W drożen iow ym  L aborato rium  Bio­
technologii i O chrony  Ś rodow iska 
(Pom orski Park  N aukow o-T echno- 
logiczny). Z cztero tygodn iow ego  

s tażu  — odby ­
w ającego się 
w  4 cyklach 
— będzie  m o ­
gło skorzystać 
po 8 s tu d e n ­
tów  lub  absol­
w en tó w  nau k  
p r z y r o d n i ­
czych. Zajęcia 
p r z y g o to w a ­
no  d la  3 g ru p  
s t u d e n c k i c h  
i 1 g ru p y  ab ­
s o l w e n t ó w . 
A ktualny  ter­
m in  zg łoszeń 

dw óch  p ierw szych  edycji m inął 15 
maja, a dla dw óch  kolejnych edycji 
trw a  do 15 sierpnia  i 10 g rudn ia . Sta­
że studenckie  od b ęd ą  się na  p rze ło ­

m ie czerw ca i lipca oraz w e  w rze­
śniu, a g ru p a  abso lw entów  będzie 
uczyła się w  październ iku . O statni 
s taż p o trw a  od połow y stycznia 
do po łow y lu tego  2011 r. W  każdej 
g rup ie  uczestnicy  zapoznają  się z 
p rak tycznym i aspektam i pracy w  
labo ra to rium  biotechnologicznym  i 
d o w ied zą  się, jak stosow ać niektóre 
rozw iązana  technologiczne i anali­
tyczne w  przem yśle , a także jakie są 
ekonom iczne aspekty  realizacji p ro ­
jektów . U czestnicy stażów  zdobędą 
w iedzę  na tem at w d rażan ia  w yn i­
ków  b a d a ń  w  prak tyce i ich kom er­
cjalizacji i p rak tyczne  um iejętności. 
Poznają rów n ież  zasady  funkcjono­
w an ia  laboratorium : od zapro jek to ­
w an ia  dośw iadczenia , pop rzez  sa­
m odzielne w ykonanie , aż d o  anali­
zy w yników . W ram ach  sem inariów  
stażyści poznają  pod staw y  ochrony 
w łasności intelektualnej, m ożliw o ­
ści finansow ania  projektów  w d ro ­
żeniow ych, do w ied zą  się, jakie są 
ź ród ła  inform acji patentow ej. P o d ­
czas zajęć prak tycznych  w  labora­
to rium  każd y  uczestn ik  w ybierze 
jedną  ze „ścieżek", w  której chciał­
by p rzep ro w ad z ić  badania. Stażyści 
m ogą w ybierać m .in. spośród  dzie ­
dzin  takich jak: oczyszczanie białek 
rekom binow anych ; p row adzen ie  
k u ltu r  tkankow ych: roślinnych i 
zw ierzęcych w  w arunkach  in vitro; 
d iagnostyka  m oleku larna  oparta  o 
analizę D N A  p rzy  użyciu techniki 
PCR; k lonow anie  genów  do  uk ła ­
d ów  ekspresy jnych  w  celu u zyska ­
nia hetero logicznego  białka. O soby 
za in teresow ane tą form ą zajęć p o ­
w inny  pobrać ze strony  w w w .p p n t. 
gdyn ia .p l i w ypełn ić  form ularz  
zgłoszeniow y, a następn ie  w ysłać 
go na  jeden  z ad resów  m ailow ych 
w skazanych  przez  organizatorów . 
Szczegółow e inform acje n a  tem at 
p ro jek tu  są dostępne na stronie: 
w w w .p p p n t.g d y n ia .p l. (wg serw isu  
N au k a  w  Polsce).

Kilkanaście osób odebrało 19 
kwietnia 2010 r. „Łódzkie Eureka" 
— prestiżowe wyróżnienia, popu­
laryzujące działalność łódzkich na­
ukowców i twórców, a przyznawane 
za wybitne osiągnięcia naukowe, 
artystyczne i techniczne. Uroczystość 
wręczenia nagród odbyła się podczas
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Fot. 5. Studenci ostatnich lat W ydziału BiNoZ w  czasie spraw dzania  prac uczniów.
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inauguracji X Festiwalu Nauki, Tech­
niki i Sztuki w  Filharmonii Łódzkiej. 
Tegorocznymi laureatam i zostali:

— prof, d r hab. W łodzimierz Bed­
narek, dr Dorota Sobczyńska, dr 
Agnieszka Sierpowska-Bartosik, mgr 
Julian Sitarek z W ydziału Fizyki i In­
formatyki Stosowanej, Uniwersytetu 
Łódzkiego za „Obserwacje i m ode­
lowanie emisji gamma ze źródeł ko­
smicznych". Naukowcy otrzymali 
N agrodę M inistra Nauki i Szkolnic­
tw a W yższego w 2009 r.;

— m gr inż. D am ian Krzesim ow- 
ski, d r hab.
Z y g m u n t  
Ciota, prof, 
d r hab. A n ­
drzej Na- 
p i e r a l s k i  
z K atedry 
M ikroelek ­
troniki i 
T e c h n i k  
I n f o r m a ­
t y c z n y c h  
P o litech n i­
ki Łódzkiej 
za „System  
m o n i t o ­
r o w a n i a  
p o s t ę p u  
l e c z e n i a  
u d a r ó w  
m ózgu na 
p o d s t a ­
w ie anali­
zy głosu".
W ym ienione osoby otrzym ały złoty 
m edal i G rand  Prix na M iędzynaro ­
dowej W ystaw ie W ynalazków  Brus­
sels Innova 2009, w Brukseli;

— prof, dr hab. Edward Rybicki, 
dr inż. Edyta Matyjas-Zgondek, mgr 
inż. Anna Bacciarelli z Instytutu Ar­
chitektury Tekstyliów, Politechniki 
Łódzkiej za „Tekstylia wykończone 
nanosrebrem ", która to praca została 
nagrodzona złotym medalem na tar­
gach w ynalazków  International Trade 
Fair for Technological Innovation Eu­
reka, Bruksela 2009;

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

— m gr A rtur Zagajewski z Kate­
dry Kompozycji Akademii Muzycz­
nej w  Łodzi im. G. i K. Bacewiczów 
za nagrodę w Konkursie Twórczości 
Audiowizualnej i Elektroakustycznej

„in-OUT-side" w ram ach Sound Scre­
en Festival w Bydgoszczy za utw ór 
„Re-cykl III"; III nagrodę za kom po­
zycie „unhum " w  III M iędzynarodo­
w ym  Konkursie Kompozytorskim im. 
G. Bacewicz; II nagrodę za utw ór „Li­
ście" w 50 Konkursie Młodych Kom­
pozytorów  im. Tadeusza Bairda.

— prof, d r hab. M arian Mikołaj­
czyk z C en trum  Badań M olekular­
nych i M akrom olekularnych PAN, 
k tóry  o trzym ał M iędzynarodow ą 
N agrodę im. A rbuzovych'2009 p rzy ­
znaną  p rzez P rezyden ta  Republiki

T atarstanu  w uzn an iu  w ybitnych 
osiągnięć w  rozw oju badań  chemii 
fosforu;

— dr inż. Zdzisław  Czaplicki z O d­
działu Łódzkiego Instytutu Włókien 
N aturalnych i Roślin Zielarskich za 
„W ysoko skuteczne kom pozytowe 
w łókniny filtracyjne z węglem aktyw ­
nym ". W ynalazek zaprezentow ano w 
2009 r. na w ystaw ach w W arszawie, 
Brukseli, Taipei i Seulu i na w szyst­
kich uzyskał złote m edale (wg serwi­
su N auka w  Polsce).

Medale i wyróżnienia przywieźli 
młodzi Polacy z XVII Międzynarodo­
wej Konferencji Młodych Naukow­
ców (ICYS 2010), która odbyła się w  
dniach 12-17 kwietnia w  Indonezji. 
Grupa Twórcza Quark (Fot. 6) pra­
cowni Pałacu Młodzieży w Katowi­
cach, pod opieką fizyka Urszuli Woź- 
nikowskiej-Bezak, reprezentowała

Polskę podczas konkursu organizo­
wanego przez ministerstwo edukaqi 
Indonezji i Gubernatora wyspy Bali. 
W konferencji uczestniczył prezydent 
Europejskiego Towarzystwa Fizyczne­
go prof. dr hab. Maciej Kolwas. Złotym 
medalistą w kategorii „fizyka" został 
Jakub Polewka z Chorzowa. Liceali­
sta zbadał efekt zwany kieszenią po­
wietrzną. Zaobserwował, że podczas 
dmuchania na powierzchnię wody 
strumieniem powietrza powstaje w 
niej dołek. Przygotowując projekt w y­
konał dużo doświadczeń. Wykorzystał 
do nich sprzęt laboratoryjny, a także 

przedmioty co­
dziennego użyt­
ku, takie jak su­
szarka do wło­
sów i lejek ku­
chenny. Srebrny 
medal w  kate­
gorii „ekologia 
— fizyka środo­
wiska" zdoby­
ła Ilona Grzyb 
z Bolesławca. 
Zajęła się ter- 
m o m o d e rn iz a -  
cją - sposobami 
redukcji kosz­
tów ocieplania 
i efektu cieplar­
nianego. W tej 
samej kategorii 
brąz wywal­
czyła Aleksan­
dra Książek z 
Dębicy, której 

prezentacja nosi tytuł „Żarówkowa 
(r)ewolucja". W kategorii „fizyka in­
żynieryjna" brązowy medal zdobyli 
Bartosz Moczala i Paweł Śmieja z Wo­
dzisławia, którzy zajęli się bezprze­
w odow ym  przesyłaniem energii elek­
trycznej. Poza tym, wyróżnienia spe­
cjalne odebrali: Tomasz Kumor z Kato­
wic (Fizyka łazienkowa: błona i bańki 
mydlane), Mateusz Górecki z Katowic 
(Pomiary sił aerodynamicznych pro­
filu lotniczego skrzydła), Wioleta Ku- 
czera z Rybnika (Anemometr) oraz 
Jakub Lubomirski z Wielunia (Zero- 
emisyjne technologie węgla — co zro­
bić z CO,). W konferencji uczestniczyli 
pracownicy Pałacu Młodzieży w  Kato­
wicach: fizyk Anna Kazura i informa­
tyk Adam Pucia. W pracach jury brała 
udział prof. dr hab. Krystyna Kolwas 
z PAN (wg serwisu Nauka w Polsce).

pod  redakcją Teresy W esołow skiej
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Fot. 6. Laureaci m iędzynarodow ego konkursu  dla m łodzieży z fizyki z w izytą na Bali.
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P R O F E S O R  Z O F I A  M A R T A  Z I E L I Ń S K A  O B C H O D Z I  
9 5 - T E  U R O D Z I N Y

SZANOWNI PAŃSTWO,

W tym  roku  Pani profesor Zofia 
Z ielińska obchodzi swoje dziew ięć­
dziesiąte  p iąte urodziny. C zytelni­
kom  „Postępów  Biochemii" p rzy p o ­

m inam y, że od 1947 r. do przejścia 
na em eryturę w 1986 r. Pani profe ­
sor Zielińska pracow ała w  Instytucie 
Biologii D ośw iadczalnej im. M arce­
lego N enckiego początkow o w Ło­
dzi, a od jesieni 1955 r. w  W arsza­
wie. W Instytucie otrzym ała stopień 
naukow y i stanow isko docenta, a 
także ty tu ł profesora nadzw yczajne­
go nauk  przyrodniczych  w 1966 r. i 
profesora zw yczajnego w 1972 r. Od 
roku 1971 była d ługoletn im  k ierow ­
nikiem  Z akładu  Biochemii Komórki. 
N a szczególne podkreślen ie  zasłu ­
guje działalność Pani profesor Zofii 
Zielińskiej w  Polskim  Tow arzystw ie 
Biochemicznym, którego członkiem  
zw yczajnym  jest od 1958 r., a hono ­
row ym  od 1983 r. O d 1959 r. uczest­
niczyła w  pracach najpierw  Z arządu  
O ddziału  W arszaw skiego, n astęp ­
nie Z arządu  G łów nego, będąc ko­
lejno Sekretarzem , W iceprezesem  i 
przez dw ie kadencje Prezesem  tego 
Tow arzystw a, a także p rzez szereg 
lat pełnom ocnikiem  Z arządu  G łów ­
nego ds. w ydaw niczych. W okresie 
1973-2000 była R edaktorem  N a ­

czelnym  kw artaln ika „Postępy Bio­
chem ii" a do dziś jest R edaktorem  
Seniorem  naszego czasopism a. Pod 
redakcją Pani profesor Zofii Zieliń­
skiej ukazało  się 28 tom ów  kw arta l­
nika. Prócz artykułów  m onograficz­
nych z różnych dziedzin  biochem ii i 
biologii m olekularnej w  „Postępach 
Biochemii" publikow ano zbiory re ­
guł polskiego słow nictw a bioche­
m icznego, recenzje książek, liczne 
m ateriały  biograficzne i sp raw ozda ­
nia. Jej osobistem u zaangażow aniu  
i życzliwej pom ocy m łodym  i s ta r­
szym  auto rom  w p isan iu  artykułów , 
„Postępy Biochemii" zaw dzięczają 
swój w ysoki poziom  i rangę n auko ­
wą. Swoją pracą Pani profesor Zofia 
Z ielińska przyczyniła  się do kształ­
cenia polskich biochem ików  i bio­
logów, d la których jest wciąż n ie ­
podw ażalnym  au to ry tetem  w w ielu 
kw estiach lingw istycznych.

Zdrowia i uśm iechu,

życzą K oledzy i Przyjaciele z Re­
dakcji „Postępów  Biochemii"

V I I I  Konferencja im. Jakuba Karola Parnasa
Kolejna, V II I  Konferencja im. Parnasa odbędzie się w dniach 27 -3 1  sierpnia 2011 r. w Warszawie. Głównymi 
organizatorami Konferencji są Polskie Towarzystwo Biochemiczne, Ukraińskie Towarzystwo Biochemiczne 
oraz, po raz pierwszy, Izraelskie Towarzystwo Biochemii i Biologii Molekularnej. W organizacji Konferencji 
uczestniczą również Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Międzynarodowy Instytut 
Biologii Molekularnej i Komórkowej, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN oraz Wydział Biologii Uniwersytetu 
Warszawskiego. Patronat nad Konferencją objęli Radosław Sikorski, Minister Spraw Zagranicznych i prof. 
Barbara Kudrycka, Minister Nauki i Szkolnictwa Wyższego. Przewodniczącym Komitetu Naukowego jest 
prof. Andrzej Dżugaj, prezes PTBioch, zaś Komitetowi Organizacyjnemu przewodniczy doc. Maria Jolanta 
Rędowicz, sekretarz Towarzystwa.
W skład Komitetu Naukowego wchodzą przedstawiciele każdego z Towarzystw. Stronę izraelską reprezentują 
prof. Michael Eisenbach (prezes Izraelskiego Towarzystwa), prof. Shimon Schuldiner i prof. Orna Elroy- 
Stein, stronę Ukraińską prof. Serhiy Komisarenko (prezes Ukraińskiego Towarzystwa), prof. Ganna Elska i 
prof. Sergey Kosterin, zaś stronę Polską prof. Leszek Kaczmarek, prof. Jacek Kuźnicki i prof. Maciej Żylicz. 
Udział w Konferencji potwierdziło dwoje noblistów, prof. Ada Yonath i prof. Aaron Ciechanover. Planowane 
są następujące sesje naukowe: I. Protein structure (podsesje: Transporters in adaptation to hostile environ­
ments oraz Protein structure and function); II. Regulation of gene expression (podsesje: Expression control 
via non-coding RNA, Bioinformatics for gene expression i Gene expression and brain disease); I I I .  Calcium 
in signaling; IV. Guidance mechanisms of cells; V. Post-transcriptional regulation. W programie Konferencji 
przewidziane jest również Forum Młodych, integrujące młodych badaczy z Izraela, Ukrainy i Polski. 
Zapraszamy Państwa do uczestnictwa w Konferencji. Wkrótce uruchomiona zostanie strona Konferencji, 
proszę śledzić stronę PTBioch — www.ptbioch.edu.pl.

Jolanta Rędowicz

Sekretarz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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Nadtlenoazotyn jako czynnik 
wywołujący stres oksydacyjny

STRESZCZENIE

N adtlenoazotyn tworzący się itt vivo  w warunkach stresu oksydacyjnego, w kontrolo­
wanej dyfuzyjnie reakcji między 'N O  i 0 2*‘, jest silnym utleniaczem i czynnikiem 

nitrującym. Uważa się, że może przyczyniać się do rozwoju wielu chorób takich jak: cu­
krzyca, schorzenia kardiologiczne czy neurodegeneracyjne. Do tej pory poznano kilka fi­
zjologicznych dróg detoksyfikacji nadtlenoazotynu. Do naturalnych katalizatorów rozkładu 
nadtlenoazotynu należą między innym i peroksyredoksyny, katalaza, niektóre peroksydazy, 
methemoglobina i metmioglobina. Prowadzi się również badania nad syntetycznymi związ­
kami skutecznymi w osłabianiu toksycznego działania nadtlenoazotynu. Obiecujące wyniki 
otrzymano dla Mn(II), Mn(III) i Fe(III)-porfiryn.

WŁAŚCIWOŚCI CHEMICZNE NADTLENO AZO TY NU

W żywych organizmach zachowana jest rów now aga pom iędzy produkcją a 
usuw aniem  tak zwanych reaktywnych form tlenu i azotu. Równowaga ta zostaje 
naruszona w w arunkach stresu oksydacyjnego. W tedy na skutek odpow iedzi 
immunologicznej, między innymi makrofagów, następuje w zm ożona produkcja 
tlenku azotu (*NO) oraz anionorodnika ponadtlenkow ego ( 0 2‘ ). Mimo, że te 
dw a rodniki generalnie nie są zbyt reaktywne, reagują ze sobą ze stałą szybkości 
kontrolowaną dyfuzyjnie (3,8-19,0) x 109 M 'V 1 [1-5], dając indyw iduum  nierod- 
nikowe ONOO" (reakcja 1)

'N O  + 0 2-  -  ONOO- (1)
Anion ten jest w  rów now adze ze swoją formą sprotonowaną, kwasem  nadtle- 

noazotawym. Terminem „nadtlenoazotyn" określa się, będące ze sobą w rów no­
wadze, obie formy: O N O O /O N O O H  [6] (reakcja 2):

ONOO + H + ONOOH, pK = 6.8 [4] (2)
W 1990 roku Beckman i współpracownicy stwierdzili, że nadtlenoazotyn po ­

wstaje w stanach zapalnych, podczas zwiększonego tem pa w ew nątrzkom órko­
wej produkcji tlenku azotu i anionorodnika ponadtlenkow ego [7]. Oszacowano, 
że podczas gdy w warunkach fizjologicznych udział 0 2'~ w reakcji tworzenia 
nadtlenoazotynu w stosunku do reakcji jego dysmutacji przez dysm utazę po- 
nadtlenkow ą (SOD) wynosi 1:125, w w arunkach patologicznych stosunek ten 
zmienia się drastycznie i może wynosić nawet 8:1 [8].

N adtlenoazotyn jest silnym utleniaczem, mogącym utleniać cząsteczki za­
rów no na drodze jednoelektronowej [E° (ONOOH, H +/ 'N 0 2, H 2Oj] = 1.6±0.1 V, 
jak i dwuelektronowej [E° (ONOOH, H +/ N 0 2', H zO)] = 1.3±0.1 V [9]. Reaktyw­
ność nadtlenoazotynu jest złożona i bardzo silnie zależy od pH. Anion nadtle- 
noazotawy (ONOO-) w nieobecności substratów  jest stosunkowo trwały i ulega 
pow olnem u rozkładowi do azotynu i tlenu [10]. Natom iast kwas nadtlenoazo- 
tawy (ONOOH) jest nietrwały i szybko izomeryzuje do azotanu, (kHA = 1.2 s_1 
w 25°C [9]. Wraz ze spadkiem  wartości pH  rośnie udział formy ONOOH, a w 
konsekwencji wzrasta szybkość izomeryzacji nadtlenoazotynu.

Uważa się, że cząsteczka ONOOH ulega homolizie z rozerw aniem  wiązania
0 - 0  tworząc parę rodnikową: 'OH, *N02, zam kniętą w swoistej klatce, otoczonej 
cząsteczkami wody. Para * 0 H /* N 0 2 może następnie dyfundow ać na zew nątrz 
klatki (co zachodzi w ok. 30% przypadków ) lub bezpośrednio rekombinować do 
N 0 3‘ (tej reakcji ulega ok. 70% par rodnikowych) (reakcja 3) [11].

Lidia Gębicka 

Joanna Didik

Instytut Techniki Radiacyjnej, Wydział Che­
miczny, Politechnika Łódzka, Łódź

^Instytut Techniki Radiacyjnej, Wydział 
Chemiczny, Politechnika Łódzka, ul. 
Wróblewskiego 15, 93-590 Łódź; tel.: 42 
6313160, e-mail: lgebicka@mitr.p.lodz.pl

Artykuł otrzymano 22 lutego 2010 r.
Artykuł zaakceptowano 1 marca 2010 r.
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N adtlenoazotyn reaguje z ditlenkiem węgla(IV) (C 0 2) ze 
stałą szybkości 5,8><104 M 'V 1 w  tem peraturze 37°C [12]. Ze 
w zględu na wysokie stężenie C 0 2 (1,3-1,5 mM) w kom ór­
kach i płynach pozakom órkowych jest on jednym  z najważ­
niejszych in vivo substratów dla nadtlenoazotynu. N ietrw a­
łym produktem  tej reakcji jest adduk t ONOOCO,", który 
ulega rozkładowi do azotanu i CO„ częściowo z w ytw orze­
niem produktów  rodnikowych: CO,'" i 'N O , (reakcja 4).

Wydajność tworzenia rodników  podczas rozpadu ON O ­
OCO," jest dyskutowana. Większość doświadczeń wskazuje 
na to, że adduk t nadtlenoazotynu z CO, w około 65% roz­
pada się bezpośrednio do NOy i C 0 2, natom iast w  35% do 
rodników  C 0 3' i  'N O , [13].

REAKCJE NADTLENOAZOTYNU ZE 
ZWIĄZKAMI BIOLOGICZNIE WAŻNYMI

Reakcje, w  których uczestniczy nadtlenoazotyn można 
podzielić na trzy grupy: [11]: 
bezpośrednie reakcje redoks, 
reakcje z C 0 2,
reakcje poprzez rodnikowe produkty rozkładu ONOOH 
( * 0 H / 'N 0 2) i ONOOCOy ( 'N 0 2/ C 0 3'").

Nadtlenoazotyn oraz produkty pośrednie jego izomeryzacji 
lub reakcji z CO, mogą utleniać różne związki chemiczne. W 
przypadku bezpośredniego utleniania cząsteczek przez nad­
tlenoazotyn reakcja jest pierwszego rzędu zarówno względem 
nadtlenoazotynu, jak i substratu, zaś w drugim przypadku eta­
pem limitującym szybkość reakqi jest przekształcenie nadtle­
noazotynu w  formy bogatsze energetycznie, parę rodnikową 
( '0 H / ’N 0 2) lub, w obecności C 0 2, parę rodnikową (C03’"/ 
‘NO,). Tak więc reakcja jest pierwszego rzędu względem nad­
tlenoazotynu i zerowego rzędu względem substratu [14].

Biorąc pod uwagę stężenia in vivo różnych biocząsteczek 
i stałe szybkości ich reakcji z ONOO"/ONOOH, szacuje się, 
że w  komórce nadtlenoazotyn reaguje przede wszystkim 
z białkami oraz z CO,. Niskocząsteczkowe antyoksydanty 
mają niewielki udział w reakcjach nadtlenoazotynu. Zniko­
ma część nadtlenoazotynu (ok. 1%) izomeryzuje z utw orze­
niem rodników  'O H  i 'N O , [15].

Bezpośrednie reakcje nadtlenoazotynu z białkami doty­
czą tylko trzech reszt aminokwasowych: cysteiny, metioni­
ny i tryptofanu. Stałe szybkości reakcji O N O O '/O N O O H  
z tymi resztami am inokwasowymi wynoszą odpowiednio 
4,5x103,1 ,7 -I ,8 x l0 2 oraz 37,0 M 'V 1 w  pH  7,4 i 3TC  [16]. Inne 
reszty aminokwasowe (przede wszystkim reszty tyrozyny, 
fenyloalaniny, histydyny) są modyfikowane przez produk­
ty rodnikow e rozkładu nadtlenoazotynu: 'O H / 'N O , lub 
C 0 3’" / ’N 0 ,  w  obecności COz. Konsekwencją tych reakcji
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jest utlenienie, nitrow anie (reszty tyrozyny i tryptofanu) lub 
nitrozowanie reszt aminokwasowych (reszta cysteiny) [15].

Produktam i dw uelektronowego utlenienia reszty cy­
steiny i innych zw iązków  holowych (jak np. glutation czy 
albumina) przez nadtlenoazotyn są odpow iednie związki 
disiarczkowe [17]. Powstawanie w iązań disiarczkowych 
może być istotnym mechanizmem inaktywacji wielu enzy­
mów, np. kinazy kreatynowej, dehydrogenazy alkoholowej, 
ATPazy wapniowej, hydroksylazy: tyrozyny i tryptofanu, 
fosfatazy tyrozynowej czy akonitazy [18]. Reakcja nadtle­
noazotynu z grupam i tiolowymi może również prowadzić 
do w ytw orzenia S-nitrotioli (RSNO,) oraz S-nitrozotioli 
(RSNO) [18]. N adtlenoazotyn może również utleniać tiole 
jednoelektronowo, przez produkty rodnikowe swego roz­
kładu (’O H /'N O ,). Wówczas produktem  przejściowym re­
akcji są odpow iednie rodniki tiylowe (RS') [19].

N adtlenoazotyn utlenia metioninę zarówno w procesach 
jedno-, jak i dw uelektronow ych [20]. Jednoelektronowe 
utlenienie metioniny prow adzi do fragmentacji am inokw a­
su i wydzielenia etylenu. W w yniku dwuelektronowego 
utlenienia powstaje sulfotlenek metioniny (MetSO). Mo­
dyfikacje reszt m etioniny w w yniku reakcji z nadtlenoazo- 
tynem  prow adzą do inaktywacji niektórych białek i enzy­
mów, np.: a-l-antyproteinazy, kalmoduliny, czy syntetazy 
glutam iny u Escherischia coli [21]

Charakterystyczną reakcją dla nadtlenoazotynu jest ni­
trowanie tyrozyny. Przez długi czas nitrowanie reszt tyro- 
zylowych białek uważano za swoisty marker aktywności 
nadtlenoazotynu in vivo. Późniejsze doświadczenia wyka­
zały jednak, że nitrowanie tyrozyny może zachodzić bez 
udziałem nadtlenoazotynu. Stwierdzono tworzenie się 
3-nitrotyrozyny podczas utlenienia NOy do 'NO, w obecności 
H 20 2, w  reakcjach katalizowanych przez różne enzymy (głów­
nie peroksydazy hemowe) [22], Nitrowanie reszty tyrozyny 
obserwowano również w innej reakcji katalizowanej przez 
mieloperoksydazę. Enzym ten w obecności H20 ,  utlenia jony 
Cl" do HOC1, który reagując z NOy tworzy chlorek nitrylu 
(NO,Cl), związek wykazujący silne właściwości nitrujące [23].

Reszta tyrozyny nie reaguje bezpośrednio z nadtlenoazo- 
tynem, lecz z rodnikowymi produktami jego rozkładu w  nie­
obecności i w  obecności CO,: 'OH, C 0 3'", 'NO,. [24]. Wydajność 
nitrowania reszty tyrozyny przez nadtlenoazotyn jest większa 
w obecności CO, [25,26]. Rodniki C 0 3’" reagują z resztą tyrozy­
ny poprzez oderwanie wodoru z grupy hydroksylowej, nato­
miast w odróżnieniu od rodników 'OH, nie przyłączają się do 
pierścienia aromatycznego. Stąd też, może powstawać więcej 
rodników tyrozylowych, które następnie ulegną rekombinacji 
z ‘NO, tworząc nitrotyrozynę. Co prawda rodniki 'N O , rów­
nież reagują z resztą tyrozyny poprzez oderwanie atomu wo­
doru z grupy hydroksylowej, jednak stała szybkości tej reakcji 
jest 2-3 rzędy wielkości mniejsza od stałej szybkości reakcji 
rodników 'O H  czy C 0 3'~ [13]. Nitrowanie tyrozyny może pro­
wadzić do dysfunkcji wielu białek i enzymów. Stwierdzono, 
że nitrowanie tyrozyny hamuje aktywność m.in. M n-dysm u- 
tazy ponadtlenkowej, hydroksylazy tyrozynowej, cytochromu 
P450, syntazy prostacykliny, reduktazy rybonukleotydowej 
czy syntetazy glutaminy [18]. Ponadto wbudowanie dużej 
przestrzennie grupy NO, do reszty tyrozyny może wywo­
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ływać steryczne i elektronowe zaburzenie, a to z kolei może 
wpływać na funkcje reszty tyrozyny w reakcjach przeniesienia 
elektronu i utrzymaniu struktury białek [15].

Reszta tryptofanu reaguje bezpośrednio z nadtlenoazoty- 
nem, lecz może być również modyfikowana przez rodniko­
we produkty jego rozkładu [15]. Wydajność nitrowania tryp­
tofanu, jak i powstawania rodników tryptofanowych zdecy­
dowanie wzrasta w  obecności C 0 2 [27]. Reszty nitrotryptofa- 
nowe zidentyfikowano in vitro w  Cu, Zn-SOD, mioglobinie i 
hemoglobinie poddanych działaniu nadtlenoazotynu [28,29].

Nadtlenoazotyn modyfikuje DNA poprzez reakcje nitrowa­
nia i utleniania, przy czym głównym celem ataku jest deoksy- 
guanina (dG). Reakcja izolowanego DNA z ONOO“/O N O O H  
prowadzi do utworzenia 8-oksoguaniny oraz 8-nitroguaniny, 
z których ta ostatnia jest specyficznym markerem aktywności 
nadtlenoazotynu w DNA [30]. Stwierdzono, że inne związki
0 charakterze nitrującym, jak H N 0 3, C (N 02)4 oraz cząstecz­
ki uwalniające ‘NO nie tworzą 8-nitroguaniny w reakcjach z 
DNA. Obecność CO, w układzie zwiększa (około 6-krotnie) 
tworzenie się 8-nitroguaniny. Potraktowanie plazmidowego 
DNA nadtlenoazotynem o małym stężeniu (1 pM) powoduje 
rozerwanie pojedynczej nici DNA [31]. Stwierdzono, że do­
datek CO, hamuje rozcięcie nici DNA, co sugeruje, że za jej 
uszkodzenie odpowiedzialny jest ONOOH [32], Indukowane 
przez nadtlenoazotyn pęknięcia nici DNA aktywują enzym 
naprawczy, syntazę poli(ADP)-rybozy (PARS). Nadmierna 
aktywacja PARS może prowadzić do szybkiego zużycia NAD+
1 ATP, a w  konsekwencji do zaburzenia funkcji komórki i jej 
śmierci na drodze apoptozy, bądź nekrozy [33],

W ykazano, że nadtlenoazotyn może inicjować wolnorod- 
nikowe utlenianie lipidów, co w rezultacie prow adzi do po­
w stania w odoronadtlenków  lipidów, dienów, aldehydów , a 
naw et znitrowanych kwasów tłuszczowych [34], Obecność 
CO, hamuje nitrowanie i utlenianie kwasu linoleinowego 
przez nadtlenoazotyn [35].

Powstawanie nadtlenoazotynu w stanach zapalnych 
wiąże się z licznymi uszkodzeniami tkanek. N adtlenoazo­
tyn modyfikuje cząsteczki odpowiedzialne za praw idłow e 
funkcjonowanie komórek, zaburzając tym sam ym  kom ór­
kową homeostazę. Postuluje się udział nadtlenoazotynu 
w przebiegu wielu chorób takich jak: cukrzyca, schorzenia 
kardiologiczne czy neurodegeneracyjne [36,37],

DETOKSYFIKACJA NADTLENOAZOTYNU

Z uwagi na cytotoksyczne działanie nadtlenoazotynu 
trwają badania nad poszukiwaniem związków o działaniu 
detoksyfikującym ONOO /O N O O H . Związki takie pow in­
ny posiadać następujące właściwości: (i) reagować na tyle 
szybko z nadtlenoazotynem, aby ten nie zdążył przereago- 
wać z ważną biologicznie „tarczą" (iloczyn stałej szybkości 
reakcji nadtlenoazotynu ze zmiataczem i stężenia zmiatacza 
powinien być wyraźnie większy od iloczynu stałej szybko­
ści reakcji nadtlenoazotynu z „tarczą" i jej stężenia w danym 
przedziale komórkowym), (ii) reakcja powinna mieć charak­
ter katalityczny, (iii) produkty powstałe w  wyniku tej reakcji 
nie pow inny być toksyczne [37], Pośród związków w ystępu­
jących naturalnie w  organizmach takimi właściwościami cha­

rakteryzują się katalaza [38], peroksydazy hemowe [39,40], 
peroksydaza glutationowa (zawierająca selen) [41], metmio- 
globina, methemoglobina [42] oraz peroksyredoksyny [43]. 
Te ostatnie, z uwagi na ich duże stałe szybkości reakcji z nad­
tlenoazotynem oraz stosunkowo duże lokalne stężenia, są 
postrzegane jako najbardziej efektywne naturalne zmiatacze 
nadtlenoazotynu poznane do tej pory [44].

Prowadzi się również badania nad syntetycznymi związ­
kami które można by zastosować w celu wzmocnienia detok- 
syfikacji nadtlenoazotynu. Stwierdzono, że Mn(III) i Mn(II), 
Fe(III)-porfiryny są efektywne w zmiataniu nadtlenoazotynu, 
przy czym w przypadku porfiryn manganowych w cyklu ka­
talitycznym muszą jeszcze uczestniczyć reduktanty, na przy­
kład kwas askorbinowy lub glutation [44], Innym syntetycz­
nym związkiem zmiatającym katalitycznie nadtlenoazotyn in 
vitro jest ebselen, selenoorganiczny związek rozpuszczalny w 
lipidach, wykazujący aktywność peroksydazy glutationowej. 
Jednakże in vivo tworzy on addukty z tiolami i jego wysoka 
reaktywność z nadtlenoazotynem jest wątpliwa [37],

PODSUMOWANIE

N adtlenoazotyn tworzy się w stresie oksydacyjnym i jest 
odpowiedzialny za uszkodzenia różnych związków w aż­
nych dla prawidłowego funkcjonowania organizmu, co w 
konsekwencji może prowadzić do rozwoju wielu chorób. W 
związku z tym prow adzone są intensywne badania nie tyl­
ko nad poznaniem  fizjologicznych dróg detoksyfikacji nad ­
tlenoazotynu lecz również nad syntetycznymi związkami 
osłabiającymi toksyczne działanie 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(II), Mn(III) and Fe(III)-porphyrin.
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Modyfikacje strukturalne białek 
wywołane przez tlenek azotu

STRESZCZENIE

Od mniej więcej dwóch dekad wiadomo, że tlenek azotu reguluje wiele czynności ży­
ciowych tak zwierząt, jak i roślin. Lista procesów regulowanych przez NO stale się 

rozszerza, powoli też zaczynamy rozumieć mechanizmy działania tej niewielkiej cząsteczki. 
Tlenek azotu może działać poprzez addycję do jonów metali przejściowych, które są ko- 
faktorami białek; w ten sposób zmienia aktywność cytoplazmatycznej cyklazy guanylo- 
wej. Ostatnio coraz częściej są jednak badane bezpośrednie modyfikacje strukturalne reszt 
aminokwasów wchodzących w skład łańcuchów polipeptydowych. Szczególne znaczenie 
przypisuje się modyfikacjom reszt cysteiny (S-nitrozylacja) oraz tyrozyny (nitracja), które 
zaczynają być postrzegane jako modyfikacje o znaczeniu sygnałowym. Wiadomo, że zmie­
niają one aktywności licznych białek. W niniejszej pracy dyskutujem y, na ile modyfikacje 
te spełniają warunki, które pozwoliłyby uznać je za modyfikacje o znaczeniu sygnałowym 
oraz przedstawiamy dostępne metody ich analizy i identyfikacji modyfikowanych białek.

WPROWADZENIE

Jako składnik dym u papierosowego czy też spalin sam ochodowych tlenek 
azotu działa niekorzystnie na organizmy żywe, powodując liczne uszkodzenia 
DNA, białek i lipidów. Od dłuższego czasu w iadom o jednak, że jest on uwikłany 
w regulację wielu procesów biologicznych [1], Przełomem w badaniach NO oka­
zały się analizy, w  których wykazano jego udział w  procesie relaksacji naczyń 
krwionośnych. Za owo osiągnięcie przyznano w roku w 1998 roku Nagrodę N o­
bla w zakresie fizjologii i medycyny. Rok ten okazał się również przełom owy w 
badaniach roli NO w roślinach; wykazano bowiem  wtedy, że NO uczestniczy w 
reakcjach obronnych roślin na infekcję patogenną [2,3]. Obecny stan w iedzy po­
zwala stwierdzić, że NO w pływ a na sygnalizację neuronalną, procesy tworzenia 
pamięci i uczenia się [4], procesy immunologiczne [5] i apoptozę [6], U roślin re­
guluje tak różne procesy, jak otwieranie aparatów  szparkowych [7], odpow iedź 
graw itropow ą [8] czy kiełkowanie nasion [9], Pełni istotną rolę w program ow a­
nej śmierci komórek (PCD) [10], jest w ażnym  elem entem  szlaków sygnałowych, 
często krzyżujących się ze szlakami sygnalizacji hormonalnej [7,10]. Można po­
wiedzieć, że u roślin funkcjonuje, do pewnego stopnia, jako drugi, obok etylenu, 
gazowy horm on roślinny.

WŁAŚCIWOŚCI TLENKU AZOTU

Tlenek azotu to niewielka i silnie reaktyw na cząsteczka o charakterze 
rodnika o czasie półtrwania rzędu 6 s. Może penetrować błony biologicz­
ne i działać nawet na stosunkowo dużych odległościach. NO łatwo reagu­
je z akceptorami i donoram i elektronów. Może występować w trzech for­
mach: rodnika (NO*), anionu (NO') oraz kationu (NO+) [11,12], W obec­
ności tlenu tworzy znacznie bardziej toksyczny ditlenek azotu (2NO* +
0 7—► 2 N 0 2*), natomiast w roztworach w odnych zazwyczaj ulega utlenieniu do 
azotynu (4NO* + 0 2 + 2H20  - ►  4H + + 4 NOy) [13].

Jego działanie ochronne wynika między innymi z reakcji z reaktywnymi for­
mami tlenu (RFT), zwłaszcza z rodnikiem hydroksylowym (NO* + OH* —*• HNO.,). 
Jest to jedna z wielu reakcji między RFA i RFT, w  których uczestniczy NO (więcej 
informacji w [14]). Jedną z ważniejszych biologicznie jest reakcja z anionorodni- 
kiem ponadtlenkowym, prowadząca do powstania nadtlenoazotynu: NO* + Oy* 
—► ONOO", który może uczestniczyć m.in. w generacji nitrotyrozyny. Produktami 
działalności tlenku azotu są również S-nitrozotiole, które powstają poprzez addy- 
cję NO do grupy tiolowej -SH lub w reakcji z azotynami alkilowymi:

RSH + N O + - ►  RSNO + H +

RS- + RONO RSNO + R O .
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W badaniach udziału NO w procesach biologicznych 
używ ane są zwykle donory NO — związki, które uw al­
niają tlenek azotu do roztworu. Najczęściej substancje te 
uwalniają formę rodnikow ą NO*, ale na rynku dostępne są 
rów nież donory uwalniające pozostałe formy redoks tlen­
ku azotu, np. powszechnie używ any nitroprusydek sodu 
uwalniający N O +. Często wykorzystywane są również sub­
stancje usuwające tlenek azotu. W śród nich należy w ym ie­
nić 2-(4-karboksyfenylo)-4,4,5,5-tetrametyloimidazolino- 
l-oksylo-3-tlenek) (cPTIO), [15,16] oraz błękit m etyleno­
w y [17]. W ykorzystywane są również związki, które mają 
w pływ  na biosyntezę NO, takie jak inhibitory syntazy 
tlenku azotu (NOS) L-NG-monometyloarginina (L-NMMA) 
oraz ingerują w  szlaki sygnałowe związane z NO, takie jak 
inhibitor cytoplazmatycznej cyklazy guanylowej (cGC),
l-H-(l,2,4)-oksadiazolo[4,3,a]-chinoksalin-l-on (ODQ) czy 
też pochodne cGMP, które nie ulegają hydrolizie, np. 8-Br- 
cGMP.

JAK MOŻE DZIAŁAĆ TLENEK AZOTU

Tlenek azotu może działać na organizmy żywe na kilka 
różnych sposobów. Jednym  z najważniejszych, niemniej nie 
om aw ianych tutaj bliżej, jest modulacja funkcjonowania 
w tórnych przekaźników sygnalizacji komórkowej. Głów­
nym  m echanizm em  jest regulacja aktywności cGC. Enzym 
ten jest silnie aktyw ow any przez addycję NO do żelaza za­
wartego w  hemie, czego skutkiem jest wzm ożona p roduk ­
cja cGMP, a w  ślad za tym aktywacja wielu szlaków sygna­
łowych urucham ianych przez cykliczną ADP-rybozę czy 
zm iany stężenia Ca2+ [3]. Aktywacja cyklazy guanylanowej 
ma swój udział np. w  procesie relaksacji naczyń krw iono­
śnych u zwierząt, a praw dopodobnie także w odpowiedzi 
grawitropowej u roślin [18],

Tlenek azotu może wiązać się również z innymi jonami 
metali przejściowych, które pełnią rolę kofaktorów bia­
łek. Może być to jon żelaza w przypadku hemoglobin, ale 
rów nież jony miedzi, np. w  oksydazie cytochromu c, oraz 
cynku w  dom enach białkowych zawierających palce cynko­
we. Także i w  tych przypadkach przyłączenie się N O  może 
zmieniać aktywność białek (więcej informacji: [14]).

MODYFIKACJE POTRANSLACYJNE 
WYWOŁANE PRZEZ TLENEK AZOTU

Innym  sposobem działania NO są reakcje z resztami ami- 
nokw asow ym i łańcucha polipeptydowego, które prow adzą 
do pow stania swoistych modyfikacji potranslacyjnych am i­
nokwasów, najczęściej reszt histydyny, tyrozyny, tryptofa- 
nu, metioniny lub cysteiny. W większości przypadków  do 
modyfikacji dochodzi w  w arunkach stresu nitrozacyjnego, 
a produktam i mogą być np. modyfikacje reszt cysteiny: 
RSO H  (x=l,3), RSSR', RSNO, RSNOz, RS(0)SR', R S(0)N H 2, 
RS(Ox)NHR', RCH=S. Większość z nich w pływ a szkodliwie 
na funkcjonowanie białek. Szczególną rolę wydaje się od ­
grywać S-nitrozylacja (RSNO), która jest traktowana jako 
modyfikacja o charakterze sygnałowym. Z kolei jedną z naj­
lepiej poznanych modyfikacji tyrozyny jest nitracja [19], Te 
dwie wyszczególnione modyfikacje omówimy tu dokład­
niej, w raz z m etodami wykorzystywanym i w ich analizie, a
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także zastanow im y się, czy rzeczywiście można traktować 
je jako sygnały komórkowe?

S-NITROZYLACJA

Addycja grupy NO zarów no do wolnej cysteiny, jak i do 
reszt cysteiny w łańcuchu polipeptydowym , prowadzi do 
pow stania S-nitrozocysteiny (CysNO). S-nitrozylacja pełni 
istotną rolę w  funkcjonowaniu komórki [20]. Wpływa na 
funkcjonowanie receptorów, czynników transkrypcyjnych i 
wspomagających translację czy też kanałów wapniowych. 
Jej obecność w ykryto w licznych białkach, takich jak: biał­
ka cytoszkieletu, enzymy metabolizmu podstawowego, np. 
glikolizy, białka związane z systemami antyoksydacyjnymi 
czy metabolizmem siarki. Pełni ważną rolę w sygnalizacji 
redoks, ale przypisuje się jej również rolę ochronną pod ­
czas stresu oksydacyjnego [21], S-nitrozylacja jest jednym 
z elem entów regulacji PCD, w szczególności kaspaz. Mo­
dyfikacja krytycznej reszty cysteiny w centrum aktywnym  
kaspaz pow oduje bowiem zaham owanie aktywności, a w  
konsekwencji zatrzym anie procesu egzekucji PCD [21,22]. 
W iadomo również, że aktywność niektórych form NOS jest 
kontrolow ana przez S-nitrozylację [21], Zmiany stężenia 
CysNO stw ierdzono w wielu chorobach układu krwiono­
śnego, płuc i układu nerwowego, m. in. takich jak astma, 
cukrzyca, choroba Alzheimera i choroba Parkinsona [22],

Postuluje się, że zarów no niskocząsteczkowe S- 
nitrozotiole (GSNO czy CysNO), jak i nitrozobiałka, 
zwłaszcza S-nitrozoalbumina, są rezerwuaram i NO oraz 
jego transporteram i na dalsze odległości [23]. S-nitrozotiole 
uwalniają głównie rodnik NO*, ale udowodniono, że w w a­
runkach fizjologicznych (pH 7,4) mogą również uwalniać 
pozostałe formy tlenku azotu, czyli NO+ i NO“. Co więcej, 
uczestniczą one w reakcji transferu nitrozylu, czyli transni- 
trozylacji, której efektem jest S-nitrozylacja kolejnej grupy 
-SH w g reakcji [24]:

ą s N O  + r 2s h  ą s H  + r 2s n o .

Powszechny jest pogląd, że S-nitrozylacja ma wszystkie 
konieczne cechy modyfikacji sygnałowej. Po pierwsze, po­
wstanie CysNO zazwyczaj nie jest przypadkowe, gdyż za­
chodzi w  określonym miejscu w  białku. Modyfikacji sprzyja 
występowanie reszt am inokw asów  kwaśnych w  otoczeniu 
reszty cysteiny oraz obecność lokalnych kieszeni hydrofo­
bowych, a także charakterystycznego m otywu aminokwa- 
sowego: (H,K,R)C(aminokwas hydrofobowy)X(D,E), gdzie 
X to dowolna reszta am inokwasowa [25,26]. Po drugie, jest 
to proces bardzo szybki, regulow any przez w arunki pa­
nujące w bezpośrednim  otoczeniu białka w komórce. Po 
trzecie, S-nitrozylacja jest procesem odwracalnym. Chociaż 
S-nitrozotiole są dość nietrwałe, to wiele wyników badań 
sugeruje, że w w arunkach fizjologicznych są one stosunko­
wo stabilne. Po czwarte, poziom  RSNO jest ściśle kontro­
lowany: z jednej strony przez aktywność enzymów typu 
NOS, a z drugiej — przez działalność enzymów degradu ­
jących S-nitrozotiole. G łów nym  enzymem redukującym  S- 
nitrozotiole jest reduktaza nitrozoglutationowa (GSNOR). 
S-Nitrozoglutation (GSNO) jest głównym niskocząsteczko- 
w ym  S-nitrozotiolem w komórkach żywych, a GSNOR jest 
enzymem powszechnie występującym w różnych typach
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tkanek i komórek [22]. Rola tego enzym u jest kluczowa dla 
zachowania homeostazy RSNO. Zatem przy braku GSNOR 
znacząco wzrasta zawartość RSNO, co może prowadzić do 
pow ażnych konsekwencji [22]. Wydaje się, że podobnie jest 
u roślin, gdyż m utanty Arabidopsis thaliana o zmienionej 
aktywności reduktazy GSNO wykazują zmienioną odpor­
ność [27,28]. Poza reduktazą GSNO udział w  kontrolowa­
niu zawartości RSNO mają również inne białka, zwłaszcza 
tioredoksyny [22], ale także izomeraza białkowych m ost­
ków disiarczkowych (PDI), oksydaza ksantynow a (XO), 
czy peroksydaza glutationowa (GPX). Wreszcie, po piąte, 
przyłączenie grupy NO do reszty cysteiny zmienia aktyw ­
ność białek. W ykazano to na wielu przykładach, m.in. S- 
nitrozylacja zmienia aktywność białka p21Ras, hemoglobin, 
czy też urucham ia kaskadę sygnałową białka H-ras [29]. 
Enzymem, którego aktywność jest odwracalnie zm ienia­
na przez S-nitrozylację zarówno u roślin jak i zw ierząt jest 
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH). 
Enzym ten był jednym  z pierwszych enzymów roślinnych, 
u którego wykazano tego typu zmiany aktywności. Do dnia 
dzisiejszego lista takich białek znacznie się w ydłużyła, gdyż 
dołączyły tu roślinne m etakaspazy [30], niesymbiotyczne 
hem oglobiny roślinne klasy I [31] czy też peroksyredoksyna 
II E [32],

NITRACJA

Drugą istotną biologicznie modyfikacją jest nitracja reszty 
tyrozyny, w  której grupa -NO, zostaje przyłączona do pier­
ścienia aromatycznego Tyr. Mimo, że dołączana jest grupa 
-NO„ a nie bezpośrednio NO, nitracja jest uw ażana za m o­
dyfikację w yw ołaną przez NO. Powstaje bowiem  głównie 
w  wyniku działania nadtlenoazotynu, produktu  reakcji NO 
z anionorodnikiem  ponadtlenkow ym  (patrz wyżej). Możli­
wych jest jednak kilka innych sposobów generacji nitroty-

rozyny. Jednym  z istotniejszych jest bezpośrednie działanie 
rodnika o właściwościach nitrujących: NO,*, powstającego 
m.in. podczas reakcji utleniania NO; potencjalnie nitrują­
cą cząsteczką może być także NO,Cl [33]. Z tego względu 
m ożna uznać, że nitrotyrozyny nie są „odciskiem palca" 
nadtlenoazotynu, a markerem ogólniej pojmowanego stre­
su nitrozacyjnego wywołanego działalnością różnych RFA. 
Doświadczalnie potwierdzono kolokalizację NO oraz nitro- 
tyrozyn w licznych przypadkach w materiale zwierzęcym 
[34,35]. W ykazano również, że lokalizacja subkom órkowa 
nitrotyrozyn odpow iada tym  przedziałom  komórki, gdzie 
jest syntezowany NO oraz są generowane cząsteczki nitru ­
jące, a więc mitochondriom, peroksysomom czy też siatecz­
ce śródplazmatycznej [36]. Ponieważ u roślin NO jest zwy­
kle syntezowany nieco odmiennie [37,38], zarówno NO, jak 
i reszty nitrotyrozylowe w ykryw ane są głównie w  okolicy 
ściany komórkowej (Ryc. 1).

Zwiększony poziom NO oraz reszt nitrotyrozylowych 
odnotow uje się zazwyczaj w procesach chorobowych, w 
których istotną rolę odgryw a stres oksydacyjny [34,35]. 
W ielokrotnie wykazano podwyższenie poziomu nitracji w 
różnych chorobach, na przykład w chorobach układu krą­
żenia [39], stanach zapalnych [40], czy chorobach neurode- 
generacyjnych, np. w chorobie Alzheimera [41]. Podobnie u 
roślin zaobserwowano wzrost zawartości reszt nitrotyrozy­
lowych w w arunkach stresu abiotycznego [42] oraz ataku 
patogenów  [43,44]. Jednak nitracja występuje również w 
w arunkach fizjologicznych i odgryw a istotną rolę w  takich 
procesach, jak aktywacja spermy, starzenie i apoptoza [45].

W arto wobec tego rozpatrzeć, czy nitracja spełnia pod­
staw ow e cechy modyfikacji sygnałowej. Wiadomo, że w y­
stępuje selektywnie: praw dopodobieństw o wystąpienia 
nitracji rośnie w  sąsiedztwie aminokwasów kwaśnych; ni-

Rycina 1. W izualizacja tlenku azotu (prawy panel) oraz reszt n itro tyrozynow ych (lewy panel) przy  użyciu m ikroskopu konfokalnego. Tlenek azotu uw idoczniono za po­
m ocą fluorochrom u DAF 2FM w  kom órkach zawiesiny rzodkiew nika; n itro tyrozyny w  kom órkach zawiesiny ty toniu BY2 są w yznakow ane z zastosow aniem  przeciwciała 
antynitrotyrozynow ego. Największe nagrom adzenie zarów no N O  jak  i n itro ty rozyn  w idoczne jest w  okolicach ścian kom órkowych.
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tracja częściej też zachodzi w  obrębie dom en hydrofiłowych 
białka (badania własne, [46]). Umiejscowienie nitracji zale­
ży od struktury  drugo- i trzeciorzędowej białka [47]; czę­
sto w ystępuje w  wypętlonych fragmentach struktur białko­
wych [40], Nitracji sprzyja obecność C 0 2, oraz odpow iednie 
pH  (optym alnym  jest fizjologiczne pH  7,4) [33,48]. Tak więc 
jest to proces regulowany przez w arunki występujące w  ko­
mórce. Ze w zględu na charakter rodnikowy reakcji, nitra- 
cja reszt tyrozyny jest szybka. W iadomo także, że obecność 
reszt tyrozynowych powoduje zmiany aktywności białek, 
np. MnSOD jest silnie ham ow ana w konsekwencji pojedyn­
czej nitracji reszty tyrozyny w centrum  katalitycznym. W 
większości znanych przypadków  występowanie i nagrom a­
dzenie nitracji jest kojarzone ze skutkam i stresu [49],

Potencjalną rolą nitracji może być regulowanie fosfory­
lacji/defosforylacji reszt tyrozyny. Jedną z przyczyn takiej 
zależności może być dodatkow a zaw ada przestrzenna oraz 
zm iana p Ka (10,1 dla tyrozyny i 7,2 dla nitrotyrozyny). Nitra- 
cja białek ulegających również fosforylacji została potw ier­
dzona na materiale zwierzęcym [50]. Choć większość do ­
niesień sugeruje, że nitracja tyrozyny zasadniczo zapobiega 
fosforylacji/defosforylacji [51], stwierdzenie to należy to 
uznać za uproszczone. Niektóre badania wskazują bowiem, 
że niewielkie stężenia ONOO- mogą promować fosforylację 
[45,52], Może to sugerować, że efekt działania nadtlenoazo­
tynu na białka istotne w procesach fosforylacji jest zależny 
od daw ki czynników nitrujących. Promowanie fosforylacji 
mogłoby polegać na w ym uszanych przez nitrację zm ianach 
konformacji kinaz tyrozynowych. Należy jednak dodać, że 
zaobserw ow ano także odw rotną zależność, tj. zapobieganie 
nitracji przez fosforylację reszt tyrozynowych [53].

Aby modyfikacja uznana została za taką, która pełni 
funkcje sygnałowe, pow inna być usuw ana w  w arunkach 
ściśle kontrolowanych. Do niedawna, z uwagi na wysoką 
stabilność nitrotyrozyn w  szerokim zakresie pH  oraz od ­
porność na działanie wysokich tem peratur, reszty nitroty­
rozyny uw ażano za modyfikacje trwałe. W iadomo było, że 
białka zawierające reszty nitrotyrozyny ulegają agregacji lub 
są degradow ane w proteasomach [45], Jednak od pewnego 
czasu pojawiają się prace świadczące o możliwości istnie­
nia biologicznych systemów denitrujących. Stwierdzono, że 
hom ogenaty niektórych, ale nie wszystkich tkanek szczura 
wykazują aktywność denitrującą in vitro m ierzoną jako spa ­
dek liczby epitopów  nitrowanej albuminy rozpoznaw anych 
przez m onoklonalne przeciwciała anty-nitrotyrozylowe. 
Czynnik aktywny, inaktywowany przez trypsynę i wysoką 
tem peraturę o masie cząsteczkowej większej niż 10 kDa, na ­
zw ano denitrazą nitrotyrozynową [54], Wykazano, że także 
osocze człowieka przejawia zdolność usuw ania epitopów 
nitrotyrozyny [51]. Co więcej, niektóre znane już enzymy 
mają zdolność do zmniejszania liczby reszt nitrotyrozylo- 
wych białek in vitro; należą do nich m.in. peroksydaza glu­
ta tionowa czy S-transferaza gluta tionowa [55,56]. A ktyw ­
ność taka jest przypisyw ana również reduktazie azotanowej 
E. coli oraz reduktazie cytochromu P-450 ssaków zależnej 
od N ADPH [57]. W badaniach dotyczących denitracji trzeba 
jednak wziąć pod uwagę możliwość redukcji nitrotyrozyn 
podczas wykonywania analiz. W ykazano bowiem, że stoso­
wanie DTT oraz wysokiej tem peratury (np. gotowanie p ró ­
bek przed elektroforezą białek) może spowodować redukcję
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nitrotyrozyn do am inotyrozyn i być traktowane jako objaw 
denitracji in vivo [33].

METODY IDENTYFIKACJI MODYFIKACJI 
POTRANSLACYJNYCH

S-NITROZYLACJA

S-nitrozotiole są bardzo nietrwałe; ulegają rozpadowi 
pod w pływ em  wielu naturalnych czynników redukujących, 
takich jak glutation czy kwas askorbinowy [58]. Ulegają one 
również rozpadow i pod w pływ em  światła i w  obecności 
jonów metali przejściowych, zwłaszcza miedzi. Dlatego też 
analiza wolnych CysNO lub białek je zawierających nie jest 
łatwa. Stosunkowo proste jest wykryw anie S-nitrozotioli 
oraz ilościowe ustalenie poziom u S-nitrozylacji. W tym celu 
stosuje się m etodę Saville'a [59], która wykorzystuje niesta­
bilność chemiczną S-nitrozotioli. Pod w pływ em  jonów rtę­
ci lub srebra RSNO rozpadają się z uwolnieniem  HONO, 
który w szeregu reakcji chemicznych jest przeprow adzany 
w barw ną sól azową. Jej zawartość określana jest spektro- 
fotometrycznie. M etoda Saville'a stała się podstaw ą wielu 
innych technik badawczych. Na przykład zam iast przepro­
wadzania w  barw ną sól azową proponuje się obecnie za­
stosowanie odczynników, takich jak 2,3-diaminonaftalen 
[60] lub Alexa Fluor 488 Hg-Link Phenylm ercury (Invitro- 
gen), które po reakcji z HONO tw orzą związki fluoryzujące. 
Umożliwia to także detekcję RSNO w  tkankach [42].

Do analiz ilościowych S-nitrozotioli stosuje się rów ­
nież czułą m etodę chemiluminescencji ozonu. Za pom o­
cą tej techniki w ykryw a się tlenek azotu uwalniany z S- 
nitrozotioli. Rozpad RSNO jest generowany przez inkubację 
w roztworach HgCl2 lub zawierających jony miedzi a ilość 
uwolnionego NO jest m ierzona na podstaw ie ilości energii 
świetlnej powstającej w  reakcji [61,62]: NO + 0 3 ^  NOy + 
0 2, N 0 2~<-> N O z + hv.

Ustalenie, które konkretnie białka ulegają modyfikacji, 
jak i określenie miejsca S-nitrozylacji jest już nieco bardziej 
złożone. W tym celu mogą być użyte m etody immunoche- 
miczne, znanych jest jednak zaledwie kilka prac opisują­
cych wykorzystanie przeciwciał anty-nitrozocysteinowych, 
zarów no komercyjnych [63], jak i w ytw arzanych przez róż­
ne grupy badawcze [64], Najczęściej stosowaną m etodą jest 
m etoda podstaw ienia biotynowego (ang. biotin switch). W 
skrócie polega ona na przyłączeniu cząsteczki biotyny do 
nitrozylowanych reszt cysteinowych, co umożliwia następ ­
nie detekcję na drodze immunologicznej lub chrom atogra­
fii pow inow actw a [65]. Procedura jest kilkuetapowa — w 
pierwszej kolejności niezm odyfikowane grupy tiolowe 
są m etylowane za pomocą S-metylometanotiosiarczanu 
(MMTS). Występujące w białkach S-nitrozotiole są następ­
nie przekształcane w wolne grupy  tiolowe w obecności 
kw asu askorbinowego. Te z kolei są kowalencyjnie łączone 
z pochodną biotyny (HPDP-biotyna), reagującą wybiórczo 
z grupam i -SH. Zm odyfikowane białka analizuje się najczę­
ściej techniką W estern biot, identyfikując interesujące białka 
przy użyciu spektrometrii mas [65], W ten sposób zidenty­
fikowano wiele białek zawierających CysNO, zarówno po­
chodzenia zwierzęcego, jak i roślinnego.
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Metoda podstawienia biotynowego doczekała się licznych 
modyfikacji. Na przykład, m etoda SNOSID (ang. SNO Site 
Identification) umożliwia identyfikację miejsc S-nitrozylacji 
w złożonych próbach biologicznych. Białka zawierające bio- 
tynylowane reszty CysNO są trawione trypsyną, a modyfi­
kowane peptydy w ychw ytyw ane z użyciem chromatografii 
pow inow actw a i następnie identyfikowane z wykorzysta­
niem LC MS/MS. Zastosowanie tandemowej spektrometrii 
mas umożliwia dokładne poznanie miejsca S-nitrozylacji 
[66]. Częstą modyfikacją jest wykorzystanie znaczników 
fluorescencyjnych. Przykładem  jest użycie zamiast modyfi­
kowanej biotyny-HPDP, jej fluorescencyjnego odpow iedni­
ka — N-([6-7-amino-4-metylokumaryno-3-acetamido]hek- 
sylo)-3'-(2'-pyridyloditio)propionamidu (AMCA-HPDP), 
co pozwala skrócić czas analizy, gdyż po rozdziale w żelu 
poliakryloam idowym  można identyfikować znakowane, 
zawierające pierwotnie reszty S-nitrozocysteiny białka na 
podstawie ich fluorescencji [67], Opublikowaną niedaw ­
no modyfikacją wykorzystującą znaczniki fluorescencyjne 
jest podstawienie fluorescencyjne (ang. fluorescence switch). 
W połączeniu z dw ukierunkow ą elektroforezą ta metoda 
umożliwia czułą identyfikację RSNO w bardzo małej ilo­
ści materiału biologicznego. Zwiększona czułość metody 
pozwala na dość łatwą identyfikację RSNO powstających 
w w arunkach fizjologicznych [68]. W badaniach in situ roz­
mieszczenia S-nitrozotioli w  komórkach do wizualizacji 
RSNO wykorzystuje się także streptaw idynę sprzężoną z 
fluorochromem [69].

Odrębną kategorią są próby bezpośredniej detekcji S~ 
nitrosotioli z wykorzystaniem  metod spektrom etrii mas. 
Powstanie CysNO powoduje bowiem w zrost masy białka/ 
peptydu o 29 Da, co może być wykryte na podstaw ie ana­
liz w idm a masowego. Aby identyfikować białka w skom­
plikowanych mieszaninach, stosowana jest technika LC 
MS/MS. Zasadniczym problem em  bezpośrednich analiz 
S-nitrozotioli jest wybór takich procedur izolacji i trawienia

białek, które nie w płyną na zawartość nietrwałych CysNO 
[43], Większość badań jest obecnie uzupełniana przez ana­
lizy bioinformatyczne. Identyfikując charakterystyczne oto­
czenie aminokwasowe, które zwiększa praw dopodobień­
stwo pojawienia się S-nitrozylacji (patrz wyżej), m ożna in 
silico typować białka potencjalnie S-nitrozylowane [26].

NITRACJA

Z uwagi na stabilność chemiczną, metod analiz nitracji 
jest znacznie więcej niż w  przypadku S-nitrozylacji. Główną 
trudnością, podobnie zresztą jak ma to miejsce przy anali­
zach S-nitrozotioli, jest wykrycie białek nitrowanych wśród 
dużej liczby białek niemodyfikowanych. Do dnia dzisiejsze­
go wśród technik analizy nitracji królują metody im muno- 
chemiczne, które wykorzystują przeciwciała anty-nitrotyro- 
zynowe [49], Z ich użyciem wykonuje się analizy półilościo- 
we (ELISA); bardzo powszechne są również immunoche- 
miczne analizy mikroskopowe, ukazujące rozmieszczenie 
modyfikowanych reszt tyrozyny w tkankach, oraz typowe 
analizy typu W estern biot, umożliwiające identyfikację 
modyfikowanych białek. Do dość popularnych zaliczyć 
należy również techniki chromatograficzne, zarówno chro­
matografii cieczowej jak i gazowej. Ta druga jest częściej 
w ykorzystyw ana w analizach wolnej 3-nitrotyrozyny [70], 
natom iast chromatografia cieczowa jest szeroko stosowana 
w  analizach modyfikowanych białek. Reszty nitrotyrozyny 
można wówczas identyfikować mierząc różnice w  czasach 
retencji peptydów  [71] lub też, w  ostatnio znacznie częściej 
stosowanym  podejściu badawczym, w połączeniu z anali­
zami spektrometrii mas.

W ykorzystanie metod MS, zwłaszcza tandemowej spek­
trometrii mas w połączeniu z wcześniejszym rozdziałem  
chromatograficznym jest obecnie praw dopodobnie najpo­
tężniejszym dostępnym  narzędziem  w  badaniach nitrow a­
nych białek. Za jego pomocą rozdzielone chromatograficz­
nie peptydy trafiają bezpośrednio do spektrometru. Reszty 

nitrotyrozyny są identyfikowane na pod­
stawie przesunięcia w idm a masowego, 
spowodowanego zwiększeniem masy 
badanego b ia łka /pep tydu /am inokw asu  
o grupę -N 0 2, czyli o 45 Da (Ryc. 2). Po­
dejście takie umożliwia wysoko przepu ­
stową analizę złożonych mieszanin bez 
konieczności wcześniejszej elektroforezy. 
Podczas eksperym entów typu MudPIT 
(ang. multidimensional protein identifica- 
tion technology) [72] szybko uzyskuje się 
globalny profil b ia łek /peptydów  zaw ar­
tych w mieszaninie. W ymaga to również 
wielopoziomowej weryfikacji wyników. 
Dokonuje się tego za pomocą norm ali­
zacji danych, usunięcia z otrzymanych 
w idm  masowych pików przypadko­
wych, oraz analizy tzw. koelucji jonów o 
tych samych wartościach izobarycznych 
[70,73].

Innym  ciekawym wykorzystaniem  
metod spektrometrii mas podczas analiz 
reszt nitrotyrozyn jest użycie spektrom e­

111

Rycina 2. Nitracja reszt tyrozyny pow oduje zm ianę masy p ep ty d u  (+45Da). Przy zastosow aniu lasera UV 
w spektrom etrze mas ze źródłem  jonów typu MALDI obserwuje się zm iany w yw ołane fotodegradacją reszt 
nitrotyrozyny. C zerw one liczby przedstaw iają obserwow ane w zrosty  m asy w  porów naniu  do  niemodyfiko- 
wanej reszty tyrozyny, czarne — ubytek m asy wynikający z degradacji reszt nitrotyrozyny.
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tru  mas ze źródłem jonów typu MALDI (desorpcja/joniza­
cja laserowa w spom agana matrycą; ang. Matrix-Assisted La­
ser Desorption/Ionization). W tym  przypadku zazwyczaj nie 
w ykonuje się wcześniejszego rozdziału chromatograficzne­
go, a badaniu  poddaje się wysuszoną mieszaninę matrycy, 
ułatwiającej jonizację badanej próbki, oraz peptydów  otrzy­
m anych podczas trawienia enzymatycznego samej próbki 
[74,75]. Podczas analizy spektrometrycznej prom ień lasera 
padający na próbkę wybija z niej peptydy, które są anali­
zow ane w  detektorze. Podobnie jak w przypadku om awia­
nych wyżej analiz, nitrotyrozynę można zidentyfikować na 
podstaw ie zwiększenia masy o 45 Da. Jednak w przypadku 
zastosow ania źródła MALDI, światło lasera powoduje do­
datkow o charakterystyczny rozpad analizowanej nitroty- 
rozyny. Prom ień lasera powoduje głównie utratę jednego 
(- 16 Da) lub dwóch atomów tlenu (- 32 Da) (Ryc. 2), w  w y­
niku czego uzyskuje się „odcisk palca" nitrotyrozyny [76], 
Co ciekawe, fotodegradację nitrotyrozyny wywołuje jedy­
nie laser UV, lecz nie laser IR [77]. Metoda ta została w y­
korzystana do analiz białek i peptydów  modelowych [78], 
oraz do badań próbek wzbogaconych w reszty nitrotyrozy- 
ny [79]. W adą opisanego podejścia jest podw yższony próg 
detekcji nitrotyrozyny. W ynika to z tego, że intensywność 
jonu molekularnego jest rozdzielona na co najmniej trzy 
główne jony potomne, co oznacza obniżenie intensywności 
sygnału pierwotnego o 60-70% w porów naniu do jonów nie 
podlegających fotodegradacji [33]. Zwiększająca się z roku 
na rok czułość dostępnych spektrom etrów mas umożliwi 
praw dopodobnie w najbliższej przyszłości identyfikację 
białek zawierających nitrotyrozyny w  złożonych próbach 
biologicznych.

Stosunkowo niedaw no zaproponowano, by nitrotyro­
zyny analizować za pomocą znakowania miejsc nitracji z 
w ykorzystaniem  chlorku dansylu. Znakowane, a następnie 
straw ione białka są identyfikowane bezpośrednio w spek­
trom etrze mas. Rozpoznanie modyfikowanych peptydów  
odbyw a się na podstawie porów nania jonu prekursorowe- 
go oraz analizy MS3 i obserwacji produktów  fragmentacji 
charakterystycznych dla dansylu. Metoda ta jest dedykow a­
na do analiz skomplikowanych mieszanin białek [80]. Pro­
ponuje się również wykorzystanie podejścia analogicznego 
do techniki podstawienia biotynowego, w  którym  miejsca 
nitracji są identyfikowane po dołączeniu do nitrotyrozyny 
specjalnie modyfikowanej cząsteczki biotyny (sulfo-NHS- 
SS-biotyna) [81].

Większość dostępnych m etod badania nitracji opiera się 
na identyfikacji modyfikowanych białek, natom iast metody 
oznaczania ilościowego są traktowane nieco po macosze­
mu. Analizy takie mogą być w ykonane z wykorzystaniem 
technik immunochemicznych, takich jak dot-blot, jednak 
otrzym any wynik jest co najwyżej półilościowy. Ostatnio 
zaproponow ano metodę umożliwiającą ocenę ilościową 
nitracji z zastosowaniem  izotopowego oznaczania pepty­
dów  m etodą iTRAQ (ang. isobaric tag for relative and absolute 
quantitation). Polega ona na znakow aniu każdej pierwszo- 
rzędowej aminy, czyli w  praktyce wszystkich peptydów, 
znacznikam i zawierającymi różne izotopy. Umożliwia ona 
analizę porów naw czą 8 w ariantów  jednocześnie. Dzięki 
zastosow aniu tej metody w jednym  doświadczeniu można

zidentyfikować modyfikowane białko, oraz ustalić miejsce i 
stopień nitracji [82].
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ABSTRACT
It is 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 białek jako przekaźników uszkodzeń 
indukowanych przez reaktywne formy tlenu in vivo

STRESZCZENIE

Mechanizm, poprzez który częściowo zredukowane formy tlenu (CZFT) wywołują 
uszkodzenia, które in vivo  prawdopodobnie prowadzą do rozwoju stanów patolo­

gicznych, ciągle nie jest jasny. W niniejszym artykule przedstawiono szereg argumentów 
przemawiających za słusznością tezy, że białka są pierwotnym celem CZFT w komórkach, 
a wolne rodniki białek i inne reaktywne formy białek, powstające w reakcjach z CZFT, peł­
nią rolę pośredników przekazujących uszkodzenia oksydacyjne na inne składniki komórki. 
Poznanie przebiegu reakcji reaktywnych form białek może pozwolić na bardziej skuteczną 
ochronę organizmu przed skutkam i stresu oksydacyjnego.

WPROWADZENIE

Możliwość kontrolowania destrukcyjnego działania wolnych rodników  i in­
nych reaktywnych form tlenu pozostaje jednym  z ważnych, ale ciągle nieroz­
w iązanych problem ów współczesnej biologii i medycyny. Toksyczne skutki 
działania podw yższonych stężeń tlenu na m ikroorganizmy, zwierzęta i ludzi są 
znane od wielu lat. Natomiast rola reaktywnych form tlenu (RFT) lub (co wydaje 
się być właściwszym terminem) częściowo zredukow anych form tlenu (CZFT) 
w inicjacji reakcji chemicznych odpow iedzialnych za szkodliwe efekty działa­
nia wysokich stężeń tlenu in vivo została odkryta stosunkowo niedawno. Istot­
ne znaczenie w zrozum ieniu roli CZFT miało poznanie zarówno szkodliwych, 
jak i terapeutycznych efektów prom ieniowania jonizującego (co rozpoczęło się 
już w  końcu XIX wieku) i równolegle szybki postęp w  zakresie fizyki i chemii 
wolnych rodników  które, jak obecnie wiemy, są nieuniknionym i produktam i 
metabolizm u wszystkich organizm ów tlenowych [1,2]. Pomimo zgromadzonej 
wiedzy, poszczególne ogniwa łańcucha łączącego pow staw anie CZFT ze zm ia­
nami patologicznymi pozostają nadal nieznane, co wydaje się zarów no dziwne, 
jak i ważne. Dziwne, ponieważ całkiem dokładnie znana jest tożsamość „bio­
logicznych" CZFT, drogi ich powstawania i m echanizm y reakcji chemicznych. 
A ważne, ponieważ dotychczas nie mamy możliwości jakże pożądanej kontroli 
destrukcyjnych reakcji CZFT w  organizmach żywych.

Celem tego artykułu jest krótkie przedstaw ienie dow odów  na rzecz hipotezy 
zakładającej, że reakcje reaktywnych form białek są odpow iedzialne za więk­
szość procesów uszkadzających krytyczne elementy komórek in vivo. Ewentual­
na weryfikacja słuszności tej tezy winna wytyczyć nowe kierunki badań pozw a­
lające na odkrycie metod ograniczania albo eliminacji destruktyw nych skutków 
działania CZFT w organizmach żywych.

STADIA REAKCJI CZFT W ORGANIZMACH ŻYWYCH

Procesy zainicjowane przez CZFT in vivo składają się z kolejnych etapów pro­
wadzących od stresu oksydacyjnego do pow stania patologii. Niniejsza praca 
poświęcona jest wyłącznie omówieniu reakcji CZFT prow adzących do nieko­
rzystnych zm ian w organizmie. Należy jednak podkreślić, że obecność CZFT 
w pew nych granicach stężeń jest konieczna do utrzym ania norm alnego funk­
cjonowania komórek [3]. Zadaniem  układu obrony anty oksydacyjnej jest u trzy ­
manie właściwego poziom u CZFT w organizmie. Kiedy rów now aga pomiędzy 
reakcjami wytwarzającymi CZFT a układem  antyoksydacyjnym przechyla się w 
stronę zwiększonej produkcji CZFT, organizm jest w  stanie stresu oksydacyjnego, 
który może spowodować zaburzenia w  przekazyw aniu sygnałów w komórkach 
i m iędzy komórkami oraz przejściowe albo nieodwracalne uszkodzenie krytycz­
nych elementów komórek [4,5]. Związek pom iędzy stresem oksydacyjnym a sta­
nami patologicznymi jest dobrze udokum entow any. M nóstwo przekonujących 
danych dowodzi, że ponad 50 chorób i sytuacji upośledzających funkcjonowa­
nie organizm u takich jak np. niedożywienie, artretyzm , niektóre nowotwory,
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azbestoza, zaćma, choroby płuc, chroniczne stany zapalne, 
choroby neurodegeneracyjne (choroba Alzheimera, choro­
ba Parkinsona) i starzenie są pow odow ane albo w zm agane 
czy przyspieszane przez nadm ierne poziomy CZFT [1,6]. 
Łańcuch przyczynowo-skutkowy łączący stres oksydacyjny 
i stan patologiczny może być przedstaw iony w  uproszczo­
nej formie jako szereg indyw idualnych etapów, z których 
każdy cechuje się określonym czasem trw ania (Ryc. 1). Stres 
oksydacyjny może trwać krótko, jak podczas zabiegów m e­
dycznych lub awarii reaktorów jądrowych, ale może tak­
że rozciągać się na całe życie organizmu, co ma miejsce w 
przypadkach palenia tytoniu albo nadmiernej konsumpcji 
alkoholu.

Oczywiste jest, że uniknięcie stresu oksydacyjnego 
albo przerw anie tego łańcucha przyczynowo-skutkowe­
go przedstaw ionego na rycinie 1 dałoby możliwość zapo­
biegania wielu chorobom albo zaham ow ania ich rozwoju. 
Zadanie to jest jednak na tyle trudne, że skuteczny sposób 
jego realizacji nie został zaproponow any. Rozpatrując kolej­
no poszczególne etapy przedstaw ione na rycinie 1, należy 
stwierdzić, że stres oksydacyjny może być pow odow any 
przez czynniki trudne do kontrolowania, takie jak norm al­
ny m etabolizm tlenowy, samoutlenianie zredukowanych 
form w ielu związków obecnych w  organizmie, nadm ier­
na aktywność fizyczna, traum a, urazy, reperfuzja po nie­
dokrwieniu, niektóre procedury medyczne, a także takie 
czynniki środowiska jak wysoka tem peratura, zamrażanie, 
prom ieniowanie nadfioletowe i jonizujące oraz wiele kseno- 
biotyków [1,3-5,7], Niekiedy można zminimalizować skutki 
działania wymienionych i podobnych czynników poprzez 
ich unikanie, jednak w większości przypadków  możliwości 
takich działań są ograniczone. Należy więc stwierdzić, że 
zupełne wykluczenie sytuacji stresu oksydacyjnego i co za 
tym idzie, w ytw arzania nadm iernych ilości CZFT w organi­
zmie, jest praktycznie nieosiągalne.

Interwencja w następnym etapie, jakim są reakcje CZFT ze 
składnikami żywych komórek, jest też praktycznie niemoż­
liwa (choć nie brakuje zwolenników odmiennego poglądu). 
Większość reakcji biologicznie istotnych wolnych rodników 
i innych reaktywnych form tlenu ze składnikami żywych 
organizmów zachodzi w  czasie mikro- albo milisekund, tak 
więc w prow adzenie do zagrożonych tkanek dostatecznej 
ilości środków mogących modulować te reakcje post factum 
nie wchodzi w  grę [8]. Kluczowym problemem w następ­
nym  etapie jest identyfikacja pierwotnych substratów reakcji 
CZFT w komórkach i tkankach, gdyż daje to możliwość zaha­
m owania albo zmniejszenia dalszych destrukcyjnych reakcji.

Najbardziej powszechną CZFT powstającą w organi­
zmach jest anionorodnik ponadtlenkow y 0 2*~. Mimo sto­

sunkow o słabej reaktywności, 0 2*_ jest uw ażany za główne­
go inicjatora uszkodzeń biologicznych, gdyż może genero­
wać bardzo silny oksydant (rodnik wodorotlenow y HO*) i 
jest prekursorem  nadtlenku wodoru, który także może tw o­
rzyć HO* w reakcji ze zredukow anym i formami jonów me­
tali ziem przejściowych, takimi jak Fe2+ lub Cu+. Inne poten­
cjalnie szkodliwe rodniki, jak rodnik nadtlenkow y (ROO*) i 
alkoksylowy (RO*), tw orzą się głównie w  reakcjach HO* z 
organicznymi składnikam i organizm ów w obecności tlenu 
[9]. Duża reaktywność tych rodników, które reagują z czą­
steczkami organicznymi ze stałymi szybkości rzędu 108- 109 
M 'V 1 [10], nie pozwala na przewidzenie, jakie związki będą 
pierw otnym i obiektami ich ataku w komórkach. O tym, któ­
re z m ożliwych reakcji zajdą w w arunkach in vivo, decydują 
wartości iloczynów stężeń poszczególnych związków i sta­
łych szybkości ich reakcji z daną CZFT.

Dlaczego reakcje CZFT ze składnikam i organizm u pro ­
w adzą do patologii? Przyczyną może być albo bezpośred­
nie uszkodzenie przez CZFT krytycznych składników  or­
ganizm u, albo wywoływanie przez nie reakcji chemicznych 
m ogących propagow ać takie uszkodzenie. Wyniki wielu 
badań doświadczalnych i m odelowania reakcji chemicz­
nych zgodnie wskazują, że tylko mała część reakcji CZFT 
z pierw otnym i obiektami ataku może spow odow ać skutki 
niebezpieczne dla organizm u (Ryc. 1).

PIERWOTNE OBIEKTY ATAKU CZĘŚCIOWO 
ZREDUKOWANYCH FORM TLENU

Przyjmuje się powszechnie, że spośród wielu potencjal­
nych obiektów ataku CZFT w komórkach i tkankach uszko­
dzenie tylko trzech grup związków: DNA, lipidów  i białek, 
może mieć krytyczne znaczenie dla losu kom órek [11]. Naj­
więcej badań poświęconych m echanizm om  uszkodzenia 
układów  biologicznych przez CZFT dotyczyło utleniania 
lipidów zawierających wielonienasycone reszty kw asów  
tłuszczowych. O d daw na wiadomo, że nadtlenki lipidów  
mogą powstawać z dużą wydajnością w  w yniku reakcji łań­
cuchowej, w w yniku której pojedyńczy rodnik HO* może 
pow odow ać w ytw orzenie w  fazach skondensowanych, ta ­
kich jak micele czy dw uw arstw y, naw et około 100 cząste­
czek nadtlenków  [12], Jeśli ekstrapolować te dane na sytu ­
ację in vivo, należałoby oczekiwać intensywnej peroksydacji 
lipidów  w błonach biologicznych. Oczekiwanie to nie zosta­
ło nigdy potwierdzone, jednak dało asum pt do badań  pro ­
w adzonych na dużych grupach ochotników, których celem 
była odpow iedź na pytanie, czy wieloletnia suplementacja 
witam inam i E i C (która w inna zmniejszać peroksydację li­
pidów  in vivo) obniża ryzyko rozwoju chorób now otw oro­
wych i chorób układu krążenia. W yniki tych badań okazały 
się niejednoznaczne, a wnioski nierzadko sprzeczne [13], 

Badania prow adzone na prostszych ukła­
dach m odelowych nie potwierdzają tezy, że 
lipidy są pierw otnym  celem działania CZFT. 
Dla przykładu, pięciokrotne zwiększenie 
stężenia lipidów zawierających w ieloniena­
sycone kwasy tłuszczowe w fibroblastach 
myszy nie wpłynęło na ich przeżywalność 
po ekspozycji na działanie prom ieniow ania 
X [14,15]. W przypadku działania prom ie­
niowania jonizującego, czynnikiem uszka­Rycina 1. Kolejne etapy szkodliwych reakcji częściowo zredukow anych form tlenu (CZFT) in vivo.

116 www.postepybiochemii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


dzającym jest głównie rodnik HO*, jednak podobne wyniki 
uzyskano w  doświadczeniach, w  których stosowano inne 
CZFT. Sprzeczność pom iędzy tymi wynikami, a danymi 
wskazującymi na intensyw ne utlenianie lipidów podczas 
stresu oksydacyjnego m ożna wyjaśnić zakładając, że lipidy 
są w tórnym , a nie pierw otnym  obiektem ataku CZFT. Pe- 
roksydacja lipidów może przebiegać niezależnie od uszko­
dzeń komórek przez CZFT, jak stwierdzono w przypadku 
błon synaptycznych kory mózgowej poddanych działaniu 
askorbinianu i Fe2+ oraz błon plazmatycznych kardiomio- 
cytów i hepatocytów, których przepuszczalność nie zwięk­
szała się pod w pływ em  wolnych rodników, urazu reper- 
fuzyjnego i produktów  utlenienia lipidów [16-18]. Badania 
sekwencji utleniania białek, lipidów i DNA w wym ienio­
nych różnych typach komórek wykazały, że lipidy nie są 
pierw otnym  obiektem ataku rodników w odoronadtlenko- 
wych i nadtlenkowych [19,20]. Cząsteczki fosfolipidów w 
liposomach poddanych działaniu CZFT są skutecznie chro­
nione przez białka przed utlenieniem; podobna sytuacja ma 
zapew ne miejsce in vivo [21]; wykazano m.in., że utlenianie 
lipidów zachodzi dopiero w późnej fazie ostrego zapalenia 
trzustki [22],

Choć integralność DNA jest niewątpliwie kluczowa dla 
prawidłowego funkcjonowania komórek, istnieją dane wska­
zujące, że, podobnie jak lipidy, DNA jest także wtórnym  
obiektem ataku CZFT. Wniosek ten wynika z badań zarówno 
układów modelowych, jak i żywych komórek. Jedne z pierw­
szych badań wirusa T4 wykazały, że białka, a nie DNA były 
głównym celem ataku rodnika HO’ [23]. Następne badania 
tej samej grupy potwierdziły ten wniosek w odniesieniu do 
rodników H ’ i HO*, podkreślając równocześnie znaczenie lo­
kalizacji miejsca wytwarzania rodników [24], Wyniki badań 
sekwencji zdarzeń podczas uszkadzania cząsteczek różnych 
związków przez CZFT także nie wskazują na to, by pierwot­
nym  obiektem ataku był DNA. Uszkodzenie DNA nie było 
wczesnym efektem działania CZFT na hepatocyty i komór­
ki szpiczaka myszy [25], Podobnie, fragmentacja DNA w 
komórkach Sp2/20 poddanych działaniu HO* zachodziła 
dopiero po dłuższej inkubacji, a elektoferogramy DNA ce­
chowały się obecnością „drabinki", co jest typowe dla en­
zymatycznej degradacji DNA, a nie bezpośredniej indukcji 
pęknięć DNA przez wolne rodniki, których reakcje nie są tak 
miejscowo specyficzne jak działanie nukleaz [26],

N iedaw ne badania dotyczące tzw. „efektu przypadko­
wego uszkodzenia" (ang. bystander effect) wskazały na ko­
nieczność modyfikacji dogm atu o mechanizmie m utagen­
nego i kancerogennego działania prom ieniowania jonizują­
cego [27]. Okazało się bowiem, że mutacje mogą powstawać 
w komórkach nie tyle w  w yniku bezpośredniego uszko­
dzenia DNA przez promieniowanie, lecz raczej w  w yniku 
działania czynników powstających w otoczeniu kom órek 
(osoczu, płynie pozakomórkowym, komórkach sąsiadują­
cych) [28-30]. Choć czynniki te, podobnie jak m echanizm  
ich działania, nie zostały jeszcze zidentyfikowane, badania 
te sugerują, że in vivo DNA jest skutecznie chroniony przed 
działaniem  pierwotnych CZFT i jest w efekcie w tórnym  
obiektem ataku, podobnie jak lipidy.

W yniku wielu prow adzonych prac wskazują na ochron­
ną rolę białek w stosunku do DNA. Wcześniejsze prace w y­

kazały ochronną rolę histonów przed uszkodzeniem  DNA 
przez promieniowanie jonizujące [31]. Późniejsze badania 
potwierdziły ochronne działanie białek na DNA i przy ­
niosły szczegółowe wyjaśnienie mechanizmu tego efektu. 
W ykazano, że działanie rodników wytw arzanych przez 
kompleks żelaza z ADP w obecności H 20 2 i askorbinianu 
powoduje stochastyczną degradację DNA i wytworzenie 
mieszaniny fragm entów o różnej długości, co daje obraz 
degradacji DNA zupełnie odm ienny od degradacji przez 
nukleazy prowadzącej do pow staw ania fragm entów o okre­
ślonej długości w skutek przecinania nici DNA w miejscach 
wolnych od histonów [32], Ljungman i wsp. stwierdzili, 
że białka związane z DNA silniej chronią DNA niż białka 
obecne w cytosolu [33]. Późniejsze prace tej grupy w yka­
zały postępującą degradację DNA w  chromatynie podda ­
nej działaniu rodników HO* w miarę usuw ania z niej białek
[34], Wyniki szczegółowych badań dotyczących degradacji 
nukleosomalnego DNA przez HO* a prow adzonych przez 
grupę francuską pozostają w  doskonałej zgodności z prze­
w idyw aniam i modelu teoretycznego, zakładającego, że 
najważniejszym czynnikiem chroniącym DNA są histony
[35]. Badania inaktywacji operonu lac E. coli przez prom ie­
niowanie wykazały, że większość rodników  HO* (70-80%) 
wytw orzonych przez promieniowanie reaguje z białkowym 
składnikiem kompleksu [36].

BIAŁKA JAKO PIERWOTNY OBIEKT 
ATAKU CZFT W KOMÓRCE

Niskie praw dopodobieństw o bezpośrednich reakcji 
CZFT z lipidami i DNA w komórkach wskazuje na białka 
jako najbardziej praw dopodobny pierwotny obiekt ataku 
CZFT. Szereg obserwacji potw ierdza to przewidywanie. Po­
wstające w komórkach pierwotne CZFT, anionorodnik po- 
nadtlenkow y i nadtlenek w odoru, wytwarzają rodnik HO* 
w reakcji Fentona (2):

0 2-  + L-Me (n + x>+ -» O, + L-M en+ (1)

L-Me n+ + H 20 2 - ♦  L-Me <n + a>+ + HO* + OH (2)

W reakcjach (1) i (2) L oznacza ligand, a Me jon metalu. 
Praw dopodobieństw o reakcji w ytworzonego w ten sposób 
rodnika HO* z białkami jest bardzo wysokie z kilku pow o­
dów. Po pierwsze, wysoka wartość potencjału redoks HO* 
sprawia, że w  złożonych układach o reaktywności HO* de­
cydują głównie stężenia potencjalnych substratów. Rycina 2 
pokazuje, że w  typowej komórce ssaka ponad 70% w ytw o­
rzonych rodników  HO* reaguje z białkami, a nie z kwasam i 
nukleinowym i czy lipidami. Nic więc dziwnego, że wiele 
danych wskazuje na ścisły związek pom iędzy w ytw arza­
niem CZFT i utlenianiem białek zarówno w układach m ode­
lowych, jak i w  żywych komórkach i organizmach [37]. Po 
drugie, lokalizacja w ytw arzania CZFT w komórce nie jest 
przypadkow a: HO* w ytw arzany jest miejscowo specyficz­
nie (reakcja 2), w tych miejscach, w których zlokalizowane 
są jony metali mogące uczestniczyć w reakcji Fentona. Śred­
nia droga dyfuzji rodnika HO* wynosi tylko kilka nm, stąd 
też reaguje on blisko miejsca powstania. W organizmie jony 
metali przejściowych są zwykle luźno związane z białkami, 
na co wskazują wyniki badań uszkodzeń am inokwasów w 
białkach eksponowanych na działanie CZFT. Uszkodzeniu
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ulegają zwykle aminokwasy wiążące jony metali [37], Po 
trzecie, uszkodzenie białek może nastąpić nawet w  obec­
ności innych potencjalnych obiektów ataku CZFT, bo błony 
biologiczne i chrom atyna zawierają zwykle zbliżone ilości 
białek i, odpowiednio, lipidów i DNA.

W oparciu o te przesłanki należy stwierdzić, że w orga­
nizm ach żywych powstawanie CZFT prow adzi nieuchron­
nie do uszkodzeń białek. Chemia tych uszkodzeń jest do­
brze znana. W iadomo, że wszystkie CZFT tworzone w 
układach biologicznych powodują denaturację białek, ich 
fragmentację i agregację, utlenianie poszczególnych reszt 
am inokwasowych i zazwyczaj modyfikację lub utratę funk­
cji biologicznych białek [37], W zględny udział uszkodzeń 
poszczególnych typów zależy od rodzaju i stężenia CZFT 
oraz środow iska reakcji (pH, obecność tlenu, itd.). Bezpo­
średnie uszkodzenie białek wydaje się mieć jednak w więk­
szości ograniczone znaczenie biologiczne. Wobec braku 
danych wskazujących na możliwość pełnienia przez białka 
roli przekaźników  szkodliwego działania CZFT, biochemię 
CZRT zdom inow ał pogląd, że oksydacyjne modyfikacje 
białek nie są groźne dla komórek, gdyż mogą być napraw io­
ne przez antyoksydanty lub enzymy naprawcze, bądź też 
uszkodzone cząsteczki białek, będą usunięte drogą proteoli- 
zy i zastąpione przez nowo zsyntetyzowane cząsteczki [38].

Dogmat ten uległ rewizji stosunkowo niedawno, kiedy 
nasze badania wykazały, że białka utlenione przez CZFT 
stają się chemicznie aktywne [39]. Aktywność ta polega 
głównie na bardzo w ydajnym  w ytw arzaniu grup wodoro- 
nadtlenkowych. Ekspozycja album iny na działanie HO* po ­
woduje pow staw anie grup wodoronadtlenkow ych -OOH 
w ilościach dochodzących do około 50% ilości rodników 
HO*. Dalsze prace pokazały, że te grupy (BiaOOH) mogą 
inicjować pow staw anie nowych rodników, takich jak rodni­
ki nadtlenkow e (ROO*) i alkoksylowe (RO*), utleniać anty­
oksydanty (takie jak glutation i askorbinian), prowadzić do 
pow staw ania w iązań kowalencyjnych pomiędzy białkami a 
DNA i pow odow ać inaktywację cząsteczek enzymów, które 
same nie były obiektem ataku rodników  HO*. Wyniki te do­
wodzą, że białka są pow ażnym i kandydatam i do roli pier­
wotnego obiektu ataku CZFT (Ryc. 2), a w odoronadtlenki 
białek m uszą być uw ażane za nowy rodzaj CZFT [40],

Powstawanie nadtlenków  białek w  komórkach narażo­
nych na stres oksydacyjny stwierdziliśmy po raz pierwszy 
10 lat temu. Doświadczenia wykazały tworzenie nadtlen­
ków białek w komórkach U937 eksponowanych na dzia­
łanie inicjatora azowego, którego homolityczny rozkład 
prow adzi do pow staw ania rodników nadtlenkowych [41]. 
Dalsze prace, w  których komórki szpiczaka myszy Sp2/20 
poddaw ane były działaniu rodnika HO* potwierdziły wy-

Rycina 2. Proporcje substratów  pierw otnych reakcji rodników  HO" w  typowej 
kom órce ssaka.

twarzanie nadtlenków  białek i równocześnie wykazały, że 
tylko rodniki powstające w ew nątrzkom órkow o są skutecz­
nymi utleniaczami białek [26], Obecnie nie ma wątpliwości, 
że efektem działania różnych CZFT zarów no w układach 
modelowych, jak w komórkach, jest utlenianie białek oraz, 
że utlenione białka mogą przekazywać uszkodzenia pow o­
dow ane przez CZFT innym  składnikom  komórek.

SZKODLIWE EFEKTY RODNIKÓW BIAŁEK

Reakcje chemiczne prow adzące do powstawania n ad ­
tlenków białek są proste. W przypadku ataku rodnika HO*, 
zachodzą następujące reakcje:

BiaH + HO* -  Bia* + H 20  (3)
Bia* + 0 2 BiaOO* (4)
BiaOO* + RH -  BiaOOH + R* (5)

gdzie Bia oznacza cząsteczkę białka. Czynnikami reduku ­
jącymi (RH) mogą być niskocząsteczkowe antyoksydanty 
takie jak glutation (GSH), czy askorbinian (HAsc), ale mogą 
nimi być także grupy -SH białek, a naw et inne reszty amino- 
kwasowe w utlenionym  białku. Oczywiste jest, że w ytw a­
rzaniu końcowego produktu, jakim jest nadtlenek białka 
BiaOOH, towarzyszy pow staw anie szeregu nowych w ol­
nych rodników  białek.

W ytwarzanie i przem iany rodników  białek były badane 
intensywnie w ciągu ostatniego stulecia. Wyniki tych badań 
mają bezpośrednie przełożenie na sytuację in vivo, bowiem 
bardziej praw dopodobne jest tworzenie przez powstające 
w  komórkach CZFT rodników  białek niż rodników  innych 
składników komórek. Chemia i biochemia wolnych rodni­
ków białek i am inokwasów om ówiona jest w szeregu świet­
nych artykułów przeglądowych [31,37,42].

W iadomo, że niesparow any elektron w  pierwotnych 
rodnikach w ytw arzanych w cząsteczkach białek jest zlo­
kalizowany przew ażnie na atomie węgla i m a zwykle w ła­
ściwości redukujące. W w arunkach tlenowych rodniki Bia* 
przeważnie reagują z tlenem, gdyż reakcja ta charakteryzu­
je się bardzo wysoką stałą szybkości, około 2 * 109 M_1s _1. W 
tkankach, w których stężenie tlenu jest niskie, możliwe jest 
zachodzenie reakcji rodników  Bia* z endogennym i antyok- 
sydantam i, takimi jak askorbinian, jeśli szybkość reakcji (6) 
jest porów nyw alna z szybkością reakcji (4):

Bia* + HAsc~ - ♦  BiaH + Asc*~ (6)

Zachodzenie reakcji (6) zostało stw ierdzone dopiero nie­
dawno, a bodźcem do podjęcia badań nad taką możliwością 
były dane dowodzące, że rodniki stworzone w  reakcjach 
(3) i (4) mogą teoretycznie wywoływać silnie destrukcyj­
ne efekty w  organizmach żywych. Istotnym aspektem  jest 
wysoka wydajność tworzenia nadtlenków  białek, co św iad­
czy, że ich prekursory, pierwotne rodniki białkowe Bia*, 
też m uszą być tworzone w  stosunkowo dużych ilościach. 
Do niedaw na dane dotyczące reakcji rodników  białek w 
w arunkach zbliżonych do fizjologicznych były nieliczne. 
Jedyne opublikowane dane dotyczyły reakcji pierwotnych 
rodników  lizozymu z askorbinianem i z kwasem  moczo­
wym  [43]. Stałe szybkości tych reakcji okazały się być dość
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wysokie (około 8 x 107 M 'V 1), co sugerowało, że reakcje 
rodników  innych białek także mogą być szybkie i odpow ia­
dać za niektóre efekty biologiczne działania CZFT. Pomiary 
szybkości reakcji, których stałe szybkości są wyższe niż 105 
M V 1 wymagają użycia techniki radiolizy impulsowej albo 
fotolizy błyskowej. Podjęliśmy takie badania w e w spółpra­
cy z grupą profesora Koppenola w Zurychu, dysponującą 
odpow iednią aparaturą. Dotychczas doświadczenia skupi­
ły się na pom iarach szybkości reakcji rodników  lizozymu z 
glutationem  i rodników  szeregu innych białek z askorbinia- 
nem, poniew aż obie te substancje pełnią szereg fundam en­
talnych funkcji in vivo i są najważniejszymi hydrofilowymi 
niskocząsteczkowymi w ew nątrzkom órkow ym i antyoksy- 
dantami.

UTLENIANIE GLUTATIONU PRZEZ 
WOLNE RODNIKI LIZOZYMU

G lutation (GSH) składa się z trzech reszt am inokwaso- 
wych, z których reszta cysteiny zawiera reaktyw ną grupę 
-SH. G rupy -S H  glutationu są najbardziej licznymi nisko­
cząsteczkow ym i tiolami w komórkach. GSH pełni istotną 
rolę w  przebiegu i regulacji w ielu funkcji kom órek, takich 
jak detoksykacja ksenobiotyków, synteza DNA i innych 
m akrocząsteczek, utrzym yw anie grup holow ych białek 
w stanie zredukow anym , regulacja cyklu kom órkow ego 
i u trzym yw anie hom eostazy redoks [3,44,45]. Ponadto, 
GSH może częściowo napraw iać uszkodzenia biomolekuł 
spow odow ane przez reakcje wolnych rodników . W reak­
cjach tych pow staje rodnik  GS*, usuw any zw ykle poprzez 
tw orzenie GSSG albo reakcje z tlenem [46,47], U trzym a­
nie właściwego stężenia GSH jest więc krytyczne dla nor­
m alnego funkcjonow ania komórek. Stężenie g lutationu w 
kom órkach m oże być obniżone w sytuacji stresu oksyda­
cyjnego. Sytuacja taka ma miejsce w takich chorobach w ą­
troby jak m arskość i zapalenie w ątroby (zwłaszcza typu 
B), choroba W ilsona, w  alkoholizmie i niedożyw ieniu 
(kwashiorkor), w  chorobach płuc (zwłóknienie, azbestoza) 
i w  chorobach neurodegeneracyjnych, takich jak choroba 
Parkinsona [1,48].
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Rycina 3. Pow staw anie  i zanik  rodników  arom atycznych lizozym u.
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M echanizm obniżenia poziom u GSH podczas stresu 
oksydacyjnego nie jest jasny. Najprawdopodobniej, bez­
pośrednią przyczyną tego zjawiska jest utlenianie GSH i 
tworzenie S-koniugatów glutationu albo uszkodzenie en­
zym ów odpowiedzialnych za syntezę GSH i w skutek tego 
zbyt powolna synteza de novo. Obie sytuacje mogą być w y­
nikiem reakcji wolnych rodników, ale jak wynika z pow yż­
szych rozważań, bezpośrednia reakcja pierwotnych CZFT 
z GSH jest mało praw dopodobna w  porów naniu z reakcją 
z białkami, tak więc wolne rodniki glutationu powstają, jak 
się wydaje, głównie w  reakcjach glutationu z wolnym i rod ­
nikami białek :

Bia* + GSH -  BiaH + GS* (7)

W naszych pomiarach reakcji rodników  białek w ykony­
wanych techniką radiolizy impulsowej roztwór lizozym u 
nasycony N 20  był poddany nanosekundow ym  im pulsom  
elektronów o energii 2 MeV i w idm o powstających rodni­
ków lizozymu mierzone było w przedziale czasu 1- 104 gs 
[49]. W tych w arunkach HO* jest głównym  rodnikiem  ata­
kującym substancje obecne w roztworze. Rodnik ten utlenia 
każdy związek organiczny, więc jego reakcje z białkiem w y­
tworzyłyby szereg nowych rodników  aminokwasów, z któ­
rych każdy reagowałby z inną szybkością z GSH. Analiza 
kinetyczna tak skomplikowanego układu nie jest możliwa; 
aby uprościć układ, rodniki HO* zostały zastąpione przez 
rodniki azydkowe N 3\  które utleniają tylko reszty am ino­
kwasów tryptofanu i tyrozyny [50];

HO* + N 3- ^ O H + N 3* (8)
N 3* + BiaTrpH / BiaTyrOH -  N y +

BiaTrp*/BiaTy rO* + H + (9)

Reakcje pow staw ania i zaniku tych aromatycznych rod ­
ników m ożna śledzić wykorzystując ich właściwości optycz­
ne: rodnik Trp* wykazuje m aksim um  absorpcji przy długo­
ści fali 510 nm, a rodnik TyrO* przy długości fali około 400 
nm. Rycina 3 pokazuje, że w lizozymie rodnik Trp* (LZTrp*) 
powstaje natychmiast po impulsie, a wzrost poziom u rodni­
ków TyrO* ma miejsce później, w  w yniku translokacji elek­
tronów z TyrOH do Trp*. Analogiczne pomiary w obecności 
GSH wykazały redukcję Trp* przez antyoksydant, a nie w 
w yniku translokacji elektronów z TyrOH. Efektem reakcji 
było utlenienie GSH w reakcji (10); stała szybkości tej reakcji 
w  w arunkach zbliżonych do fizjologicznych miała wartość 
fc10= l  x 105 M 'V 1:

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

Wartość tej stałej, jak na reakcje wolnorodnikowe, nie jest 
duża, ale jeśli inne białka reagują podobnie, należy założyć, 
że w typowej komórce zawierającej białka w sum arycznym  
stężeniu około 5-10 mM i 2-5 mM GSH, reakcja (7) może 
teoretycznie doprow adzić do znaczącego utlenienia GSH w 
w arunkach stresu oksydacyjnego. Dalsze pomiary reakcji 
GSH z rodnikam i lizozymu w obecności tlenu w ykazały że 
w  warunkach, gdy GSH był utleniany przez rodniki nad ­
tlenkowe (LZOO*), ilość GSH przekształconego w rodnik 
GS* w reakcji (10) wzrosła dziesięciokrotnie [49]. Ponieważ 
w tych w arunkach rodnik HO* był prekursorem  rodników
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lizozymu, kinetyczna analiza reakcji rodników  lizozym u z 
GSH była niemożliwa, ale badania te sugerują, że wysoce 
p raw dopodobne jest efektywne utlenianie GSH przez wol­
ne rodniki białek w w arunkach fizjologicznych.

UTLENIANIE ASKORBINIANU PRZEZ 
WOLNE RODNIKI BIAŁEK

Askorbinian (HAsc-, w itam ina C) jest drugim  najważniej­
szym antyoksydantem  w organizmie, a przy tym  antyok- 
sydantem  najbardziej skutecznym. Ta właściwość askorbi- 
nianu w ynika ze stosunkowo niskiego potencjału redoks, 
pozwalającego na redukow anie wielu wolnych rodników  
i innych oksydantów, powszechnej obecności w ew nątrz 
kom órek i w płynie pozakom órkowym  oraz z niskiej reak­
tywności powstającego w reakcjach jednoelektrodowych 
redoks rodnika Asc*~ [51]:

HAsc + R* -  A sc- + RH (11)

Reakcje tego rodzaju mogą prowadzić do napraw y czę­
ściowo utlenionych biomolekuł, choć niekiedy pierw ot­
ny proces prow adzący do wytworzenia wolnego rodnika 
białka może spowodować uszkodzenie, którego napraw a 
jest niemożliwa. Do kluczowego znaczenia askorbinianu 
w  ochronie żywych organizm ów przed skutkam i stresu 
oksydacyjnego przyczyniają się też reakcje regeneracji zre­
dukow anych form innych antyoksydantów  przez askorbi­
nian. Zarów no GS* w cytosolu, jak i wolny rodnik tokofero- 
lu (Toc*) w  błonach komórkowych są regenerowane przez 
askorbinian. Należy podkreślić, że w tego typu reakcjach 
askorbinian ulega zwykle nieodwracalnem u utlenieniu, 
co ma szczególne znaczenie dla organizmów naczelnych 
(w tym  człowieka), które utraciły zdolność biosyntezy 
askorbinianu w skutek mutacji genu kodującego oksydazę 
L-gulonolaktonową. Niedobór askorbinianu, nie uzupełnia­
ny w dostatecznym  stopniu przez odpowiednią dietę, po­
woduje pow ażne zaburzenia, z których najbardziej znanym  
jest szkorbut.

Szereg obserwacji wskazuje na obniżenie poziom u askor­
binianu w sytuacjach stresu oksydacyjnego. Wyniki wcze­
snych prac poświęconych utlenianiu antyoksydantów  w 
surowicy krwi eksponowanej na działanie rodników  nad ­
tlenkowych wykazały, że w  pierwszej kolejności utlenianiu 
ulega askorbinian, a dopiero potem utleniane są tokoferol, 
kwas moczowy i grupy tiolowe białek. Szereg doniesień do­
kum entuje obniżenie stężenia askorbinianu w komórkach 
i tkankach zwierząt i człowieka w warunkach stresu oksy­
dacyjnego. Obniżenie stężenia tego antyoksydanta zostało 
stw ierdzone w niedotlenieniu, w następstwie dośw iadczal­
nego urazu m ózgu szczura, a także u pacjentów cierpiących 
na astmę, choroby nerek, zapalenie jelit, demencję, choro­
bę Alzheimera i chorobę Parkinsona [52-57], W większości 
p rzypadków  obniżenie stężenia askorbinianu przypisyw a­
ne było jego reakcjom z CZFT i innymi niezidentyfikowany­
mi wolnymi rodnikami. Pierwsze pomiary szybkiego utle­
niania askorbinianu przez rodniki Trp* lizozymu sugerują 
jednak, że reakcje rodników  białek mogą być w ażną przy­
czyną obniżenia poziom u askorbinianu w sytuacjach stresu 
oksydacyjnego [43], Za słusznością tej tezy przemawiają: 
wysokie stężenia białek w  komórkach i tkankach i efektyw­

ność ich reakcji z ważnym i biologicznie CZFT. Pozostaje do 
wyjaśnienia, czy rodniki innych białek niż lizozym reagują 
równie szybko z askorbinianem, i czy niesparowane elek­
trony zlokalizowane na innych resztach aminokwasowych 
reagują z askorbinianem  z podobną wydajnością jak wolne 
rodniki zlokalizowane na resztach tryptofanu, oraz jaki jest 
w pływ  tlenu na te reakcje.

Poszukując odpow iedzi na powyższe pytania, zastoso­
waliśmy, podobnie jak w  badaniach reakcji GSH, technikę 
radiolizy impulsowej [58]. Pochodne tryptofanu, tyrozyny 
oraz szeregu białek (insuliny, pepsyny, chymotrypsyny, 
(3-laktoglobuliny i albuminy) były poddane impulsom w y­
twarzającym rodniki N 3*, a szybkość reakcji powstających 
rodników  białkowych była m ierzona przy długości fali 510 
nm  dla rodników  BiaTrp* albo 405 nm  dla rodników Bia- 
TyrO*. Na rycinie 4 pokazano przykład pom iaru w pływ u 
askorbinianu na zanik wolnych rodników  pepsyny. Seria 
pom iarów dla różnych stężeń askorbinianu pozwoliła na 
wyznaczenie stałych szybkości badanych reakcji. Wyniki 
tych oznaczeń zebrane są w  tabeli 1. Wskazują one, że stałe 
szybkości reakcji arom atycznych rodników  białek z askor­
binianem są wysokie, co sugeruje, że rodniki te mogą być 
odpow iedzialne za utlenianie askorbinianu podczas stresu 
oksydacyjnego. Ponadto, w  tabeli 1 pokazano, że stałe szyb­
kości reakcji rodników  Trp* są podobne dla wolnego am ino­
kw asu i dla reszt trypofanylowych w białkach, co wskazuje 
na łatwość penetracji HAsc- do niesparowanych elektronów 
zlokalizowanych na resztach tego am inokwasu w białku. 
Reakcje BiaTrp* różnią się od reakcji BiaTyrO*, których stałe 
szybkości są około 10 razy niższe, praw dopodobnie z po­
w odu większej stabilności tych rodników  w białkach.

Cenne byłoby porów nanie stałych szybkości reakcji ba­
danych rodników  innych am inokw asów  z askorbinianem, 
jednak uzyskanie analogicznych danych dla reszt am ino­
kwasów niearom atycznych w białkach nie jest łatwe. Pier­
w otnym  rodnikiem  w ytw arzanym  w warunkach radiolizy 
impulsowej jest HO*, który, jak już wspom niano, jest mało 
selektywny w  swych reakcjach i reaguje z każdą resztą 
am inokwasową tworząc mieszaninę różnych rodników w 
cząsteczkach białek. W praw dzie rodniki niearomatycznych 
am inokwasów wykazują absorpcję prom ieniowania nad ­
fioletowego, m aksym alną w  zakresie około 260 nm  [59], 
lecz wartości w spółczynników absorpcji są niskie, a w idm a 
różnych am inokwasów są podobne i nie pozwalają na iden­
tyfikację poszczególnych rodników  i wyznaczenie stałych

(mAU)sio (mAU)405

Czas (ps) Czas (ps)

Rycina 4. Kinetyka zaniku  rodników  T rp’ (A) i TyrO" (B) w  pepsynie. C zerw one 
linie pokazują kinetykę zaniku w nieobecności askorbinianu, a niebieskie w  obec­
ności 0,2 mM  HAsc . Kolorowe linie są krzyw ym i dopasow anym i do  punktów  
doświadczalnych. (mAU), absorbancja x 103.
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Tabela 2. Stale szybkości reakcji askorbinianu z rodnikam i nadtlenków  pochod­
nych am inokw asów .

200

Rycina 5. A. Kinetyka zaniku w olnego rodnika A la' w nieobecności tlenu (czarny 
w ykres) i w obecności 150 gM tlenu (czerwony wykres). B. Szybki zanik rodnika 
A la' w reakcji z tlenem  (pierwsze 0-20 gs) tworzącej rodnik A laO O' i wolniejsze 
tw orzenie się rodnika Asc‘ w reakcji z AlaOO" (20-200 gs).

szybkości ich reakcji. Pewnym  rozwiązaniem  są pomiary 
reakcji N-acetylowych am idów  aminokwasów, których re­
aktywność jest najbardziej zbliżona do reaktywności reszt 
am inokw asow ych w białkach. Dodatkowymi ograniczenia­
mi są jednak: rozpuszczalność aminokwasów w roztworach 
w odnych i szybkość ich reakcji z HO*, bowiem w arunki do­
świadczenia m uszą być tak dobrane, by praw ie wszystkie 
w ytw orzone HO* reagowały z aminokwasem, a inne ich 
reakcje miały marginalne znaczenie. W w yniku tych ogra­
niczeń, nasze pomiary reakcji rodników am inokwasów z 
askorbinianem  mogły być przeprow adzone tylko dla po­
chodnych glicyny, alaniny i proliny. Szybkość reakcji rod ­
ników tych am inokw asów  z tlenem mierzyliśmy za pomocą 
radiolizy impulsowej przy długości fali 260 nm, a szybkość 
reakcji z askorbinianem  przy długości fali 360 nm; przy tej 
długości fali m ożna jednocześnie obserwować zanik rodni­
ków am inokw asów  (AA*) w reakcji (13) i pow staw anie rod ­
nika askorbinianu (reakcja 14):

AAH + HO* AA* + H 20
AA* + 0 2 -  AAOO*
AAOO* + HAsc" AAOOH + Asc*~

(12)
(13)
(14)

Na rycinie 5 pokazano wyniki pomiarów szybkiej reakcji 
rodnika alaniny z tlenem (k = 109 M ^s-1) i wolniejsze utle­
nianie askorbinianu (reakcja 14). Stałe szybkości reakcji (14) 
rodników  nadtlenków  glicyny, alaniny i proliny zestawione 
są w  tabeli 2.

Tabela 1. Stale szybkości reakcji askorbinianu z rodnikam i am inokw asów  aro ­
m atycznych

Wolny rodnik k (M-V) Piśmiennictwo

TyrO* 9.3 x 107 [43]

N-Ac-TyrO* amid 2.6 x 10» [60]

■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ 1 x 10s dane własne

N-Ac-Trp* amid 1.4 x 108 dane własne

insulina (TyrO') 2.9 x 108 dane własne

chymotrypsyna (TyrO') 4 x 107 dane własne

chymotrypsyna (Trp') 1.6 x 108 dane własne

pepsyna (TyrO') 3.5 x 107 dane własne

pepsyna (Trp*) 1.8 x 108 dane własne

(3-laktoglobulina (TyrO') 4 x 105 dane własne

P-laktoglobulina (Trp*) 2.2 x 107 dane własne

lizozym (TyrO*) 1.1 x 107 [43]
lizozym (Trp*) 8 x 107 [61]

Rodnik nadtlenkowy pochodnej aminokwasu k (NDs1)
(AAOO')

|N-Ac-GlyOO*-NH2 2.5 x 107

N- Ac-AlaOO'-NH2 8.7 x io6

|N-Ac-ProOO*-NH2 1.5 x 107

Wyniki przedstaw ione w tabelach 1 i 2 pozwalają na 
w stępną odpow iedź na pytanie, które rodniki białek mogą 
być głównie odpowiedzialne za utlenianie askorbinianu: 
czy są to rodniki, w których niesparowany elektron jest zlo­
kalizowany na atomie węgla, czy na atomie tlenu. Zależeć 
to musi od stężeń tlenu i askorbinianu, które będą różne dla 
różnych tkanek. W tkankach człowieka stężenie askorbinia­
nu waha się między 4 i 2800 (iM, ze średnią wartością około 
750 gM. Stężenie tlenu w większości tkanek wynosi zw y­
kle około 30 gM lub jest niższe. Biorąc pod uwagę średnie 
wartości stężeń tlenu i askorbinianu można oczekiwać, że 
rodniki węglowe w białkach będę reagować z askorbinia­
nem  około dw a razy szybciej niż z tlenem, ale ten stosunek 
szybkości będzie różny w zależności od tkanki. Ogólnie bio­
rąc, nasze wyniki wskazują, że zarówno rodniki Bia* jak i 
BiaOO* mogą skutecznie utleniać askorbinian w w arunkach 
in vivo.

UWAGI KOŃCOWE

Chociaż szkodliwe efekty pow staw ania wolnych rod ­
ników w żywych organizmach są znane od dawna, ich 
istotna rola w  utrzym yw aniu homeostazy komórek została 
rozpoznana dopiero w ostatnich latach. Obecnie nie ulega 
wątpliwości, że praw idłow e funkcjonowanie organizm ów 
żywych w ym aga obecności wolnych rodników na określo­
nym, dość niskim poziomie i przeciwdziałania ich nadm ia­
rowi [1]. Wiele badań wykazało, że ingerencja w te procesy 
nie jest łatwa, a głównym  problemem jest ciągle niedosta­
teczna w iedza o kluczowych reakcjach w łańcuchu łączą­
cym wytwarzanie nadm iaru wolnych rodników z patologią 
(Ryc. 1), co w rezultacie nie pozwala na racjonalne plano­
wanie terapii chroniącej przed skutkami stresu oksydacyj­
nego. Sytuację komplikują kontrowersje co do patogennej 
roli wolnych rodników  sprowadzające się głównie do py ­
tania, czy wolne rodniki są bezpośrednią przyczyną pew ­
nych stanów chorobowych, czy też przyczyniają się raczej 
do progresji tych stanów niż do ich genezy.

Z praktycznego punk tu  w idzenia, jakim jest p o szu ­
kiw anie m etod ograniczania lub napraw y uszkodzeń  
składników  organizm u spow odow anych  p rzez stres 
oksydacyjny, kw estia ta w ydaje się być czysto akadem ic­
ka. Nie ulega w ątpliw ości, że w ielu chorobom  to w arzy ­
szy stres oksydacyjny, a co za tym  idzie, nadm ierny  p o ­
ziom w olnych rodników  — a kw estia, czy w olne rodnik i 
wyw ołują, czy tylko potęgują patologię ma d rugorzędne  
znaczenie. Całkow ite usunięcie w olnych rodników  z o r­
ganizm u jest nie tylko niem ożliw e, ale i n iepożądane, 
zatem  p raw dopodobn ie  najskuteczniejszą m etodą zapo ­
biegającą skutkom  stresu  oksydacyjnego jest u trzym anie 
optym alnego poziom u najw ażniejszych naturalnych  en ­
dogennych antyoksydantów , askorbinianu i g lu tationu.
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Zestaw ienie  danych dokum entujących obniżenie pozio ­
m u tych an tyoksydantów  w w arunkach  stresu oksyda ­
cyjnego i w yników  naszych badań  dow odzących, że są 
one efektyw nie utleniane przez rodniki białek, w skazuje 
now y potencjalny k ierunek terapii, polegający na zasto ­
sow aniu  środków  m ogących przeciw działać reakcjom  
w olnych rodników  białek. Zadanie to nie jest proste, 
bow iem  zw iązki, które m ogłyby być zastosow ane w te­
rapii m uszą  być nietoksyczne, m uszą grom adzić się w 
tkankach w odpow iednich  stężeniach i szybko reago ­
w ać z rodnikam i białek. Być m oże niektóre ze znanych  
an tyoksydan tów  spełniają te w arunki, ale nie d y sp o n u ­
jem y dobrym i narzędziam i badania  ich reakcji z w o lny ­
mi rodn ikam i białek. N ależy jednak oczekiwać stw orze ­
nia takich narzędzi badaw czych i znalezienia zw iązków  
skutecznie  zapobiegających p rzekazyw aniu  uszkodzenia  
p rzez CZFT od pierw otnego celu ataku, jakim  są białka, 
do innych, w tórnych obiektów  ataku w kom órkach.
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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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W ykaz skrótów: 5-OH-Hyd — 5-hydrok- 
syhydantoina; 5-OH-5-MeHyd — 5-hy- 
droksy-5-metylohydantoina; 5-OH-Cyt
— 5-hydroksycytozyna; 5,6-diOH-Ura
— 5,6-dihydroksyuracyl; 5-OH-Me-Ura — 
5-hydroksy-5-metylouracyl; 8-OH-Ade — 
8-hydroksyadenina; BER (ang. Base Excision 
Repair) — naprawa DNA przez wycinanie 
zasad azotowych; CU (łac. colitis ulcerosa) — 
wrzodzejące zapalenie okrężnicy; 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 detekcją elektro­
chemiczną; HPLC-UV — wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej z detektorem UV; 
LC-MS lub LC-MS/MS — chromatografia 
cieczowa wraz z pojedynczą lub tandemo­
wą spektrometrią masową; MMR (ang. Mis- 
Match Repair) — naprawa niesparowanych 
nukleotydów; NER (ang. Nucleotide Excision 
Repair) — naprawa DNA przez wycinanie 
nukleotydów; RFT/A — reaktywne for­
my tlenu/azotu; Tg — glikol tymidinowy; 
WRT — wolne rodniki tlenowe

Podziękowania: Jeden z autorów (RO) jest 
partnerem sieci doskonałości ECNIS (Envi­
ronmental Cancer Risk, Nutrition and Indi­
vidual Susceptibility, contract No 513943).

STRESZCZENIE

Oksydacyjne uszkodzenia są niezbywalną, naturalną konsekwencją metabolizmu ko­
mórkowego wynikającą z powstawania reaktywnych form tlenu (RFT), w  tym wolnych 

rodników tlenowych (WRT), jednak poziom oksydacyjnych uszkodzeń może być znacznie 
podwyższony w wyniku działania egzogennych czynników cytotoksycznych. W artykule 
przedstawiliśmy biologiczne podstawy powstawania oksydacyjnych uszkodzeń DNA oraz 
ich znaczenie w procesach patologicznych: chorobach nowotworowych, schorzeniach ukła­
du krążenia i starzeniu. Część artykułu poświęciliśmy również wyjaśnieniu mechanizmów 
naprawy DNA, od których zależy utrzymanie prawidłowego funkcjonowania komórki w 
następstwie uszkodzeń DNA. Pośród ponad 20 dotychczas zidentyfikowanych i opisanych 
oksydacyjnych modyfikacji zasad DNA jedynie 8-oksy-2'-deoksyguanozyna (8-oksy-dG) 
stała się przedmiotem intensywnych badań. Dlatego znaczną część artykułu poświęcili­
śmy opisowi metod detekcji 8-oksy-dG jako markera stresu oksydacyjnego/oksydacyjnych 
uszkodzeń DNA.

WPROWADZENIE -  WOLNE RODNIKI A STRES OKSYDACYJNY

Wolne rodniki definuje się jako reszty chemiczne (cząsteczki lub jony) posiada­
jące na zewnętrznej orbicie (powłoce walencyjnej) reaktywnego atomu co najmniej 
jeden niesparowany, wolny elektron (oznaczany jako ’). Sytuacja, w  której w ypad­
kowy spin elektronowy jest różny od 0 czyni wolne rodniki wysoce reaktywnymi, 
natomiast sparowanie elektronów prowadzi do wzrostu stabilności cząsteczki. Wol­
ne rodniki tlenowe (WRT) są cząsteczkami zawierającymi w swej strukturze atom 
tlenu, np.: anionorodnik ponadtlenkowy (0 2‘‘) czy rodnik hydroksylowy (‘OH). 
Pozostałe reaktywne formy tlenu (RFT) nie mają charakteru rodnikowego, np. nad­
tlenek wodoru (H20 2) czy tlen singletowy f 0 2) (Ryc. 1). Endogennym, naturalnym 
źródłem RFT jest normalny metabolizm komórkowy. Przyjmuje się, iż w zdrowym 
organizmie człowieka w przeciągu roku może powstawać do 2 kg 0 2*\ Zakładając, 
że dorosły człowiek o masie 70 kg w stanie spoczynku wykorzystuje 3,5 ml O J  k g / 
min tj. 14,7 m ola/ dobę i że 1% tlenu pojawia się w  formie 0 2‘", można obliczyć, że w 
ciągu roku może powstać nawet 53,7 mola tj. ok. 1,7 kg tego rodnika, a w  stanie wy-

Źródła RFT/RFA

promieniowanie, ksenobiotyki, 

metabolizm, transport elektronów, 

peroksysomy, enzymy

Konsekwencje

mutacje, cytotoksyczność (apoptoza/nekroza), 

cytostatyczność, proliferacja

Rycina 1. R eaktywne formy tlenu - źródła oraz konsekwencje d la  procesów  kom órkowych; opracow ane na 
podstaw ie [124].
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Tabela 1. C harakterystyka reaktyw nych form  tlenu oraz ich endogenne źródła; opracow ane na podstaw ie [133].

Cząsteczka Symbol Charakterystyka

anionorodnik
ponadtlenkowy

o 2-
powstaje w wyniku jednoelektronowej redukcji tlenu cząsteczkowego podczas 
fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach oraz w wyniku działania oksydaz 
NADPH i oksydazy ksantynowej; dobry reduktant, slaby utleniacz

rodnik hydroksylowy *OH
powstaje w wyniku rozpadu wiazania 0 - 0  w cząsteczce H,Oz pod wpływem wysokiej 
temp. lub promieniowania jonizującego oraz w reakcji Fentona (z udziałem jonów Fe2+, Cu+) 
i Habera Weissa; jest ekstremalnie reaktywny i dyfunduje na niewielkie odległości

rodnik wodoronadtlenkowy HO,’ silny oksydant, o większym powinowactwie do lipidów niż O / , może inicjować peroksydację lipidów

rodnik nadtlenkowy ROO’ ma gorszą zdolność do utleniania niż "OH, ale lepszą zdolność do dyfuzji

rodnik alkoksylowy RO’ reaktywność z lipidami pośrednia między ROO’ a 'OH

tlen singletowy
forma singletowa (bez niesparowanych elektronów) jest formą wzbudzoną o 
wyższej energii niż O,; silny czynnik oksydacyjny o okresie półtrwania 10'6 s

nadtlenek wodoru H A utleniacz, ale reakcje z substratami organicznymi powoli; łatwo dyfunduje

siłku fizycznego wartość ta może wzrosnąć nawet 10-krotnie
[1] (obecnie wartości te korygowane są jednak nawet o jeden 
rząd wielkości w  dół). Egzogennymi źródłami WRT są: pro­
mieniowanie jonizujące, promieniowanie UV oraz czynniki 
chemiczne (np. ksenobiotyki). Szczegółowy opis RFT zamiesz­
czono w tabeli 1.

Stała produkcja RFT w wyniku metabolizmu komórkowe­
go prowadzi do tlenowych modyfikacji i uszkodzeń kompo­
nentów komórki (Ryc. 2). Ze względu na powszechność w y­
stępowania tych uszkodzeń oraz ich szkodliwość, komórki 
(zarówno prokariotyczne jak i eukariotyczne) są wyposażone 
w  liczne mechanizmy chroniące je przed negatywnym od­
działywaniem RFT. Jednak zaburzenie naturalnej równowagi 
pomiędzy powstawaniem RFT, a działaniem ochronnym sys­
temu antyoksydacyjnego prowadzi do stanu stresu oksydacyj­
nego, a w konsekwencji do niebezpiecznej akumulacji oksyda­
cyjnych uszkodzeń komponentów komórki, aktywacji jądro­
wych/cytoplazm a tycznych szlaków przekazywania sygna­
łów alarmujących o zagrożeniu komórki (np. aktywacja p53), 
modulacji ekspresji genów oraz aktywności polimeraz DNA

[2], co z kolei może prowadzić do rozwoju licznych stanów 
patologicznych. Jednymi z najgroźniejszych form uszkodzeń 
komórkowych są reakcje WRT z jądrowym DNA. Oddziały­
wania te mogą prowadzić do powstania pojedyńczych oraz 
podwójnych pęknięć DNA; te ostatnie są szczególnie toksycz­
ne dla komórki i mogą bezpośrednio prowadzić do jej śmierci
[3], a także powstawania wiązań sieciujących czy modyfika­
cji zasad azotowych. Dodatkowo szczególną uwagę zwraca 
się na uszkodzenia mitochondrialnego DNA (mtDNA), które 
mogą być istotnym elementem etiologii wielu zmian chorobo­
wych oraz starczych [4]. Wspomniane formy uszkodzeń i ich 
konsekwencje dla funkcjonowania komórki będą opisane w 
dalszej części artykułu.

O K SY D A CY JN E M O D Y FIK A C JE /U SZ K O D Z E N IA  D N A

Nie wszystkie wymienione wcześniej RFT mogą bezpo­
średnio uszkadzać DNA [5]. Na przykład H 20 2 i O / '  inicjują 
uszkodzenia DNA poprzez oddziaływanie z jonami zw iąz­
ków organicznych zawierających metale (żelazo, miedź) w  
reakcji Fentona prowadzącej do powstania ’OH:

Fe3++ 0 2*'-+Fe2+ + 0 2 

Fe2++ H20 2 - ►  Fe3++ OFT + *OH

i

o 2" + h 2o 2 F̂ 7Fe3 ►  ’o h  + o h  + o 2

Rodnik hydroksylowy, będący jednym  
z najbardziej reaktywnych utleniaczy, jest 
praw dopodobnie jedną z najistotniejszych 
przyczyn uszkodzeń DNA. Głównymi 
produktam i oksydacyjnych uszkodzeń 
DNA są: 8-hydroksyadenina (8-OH-Ade), 
8-oksyguanina (8-oksy-Gua), 5,6-dihy- 
droksy-5,6-dihydrotymina (glikol tyminy, 
Tg) oraz uszkodzenia pierścieni zasad: 
4 ,6 -d ia m in o -5 - fo rm a m id o p iry m id y n a  
(FapyAde) i 2,6-diamino-4-hydroksy-5- 
form am idopirym idyna (FapyGua) [6,7]. 
Przykłady uszkodzeń i ich konsekwencje 

Rycina 2. Zm iany s truk tury  i funkcji kom órek jako w ynik oddziaływ ania  RFT/WRT z lipidam i, białkami komórki Opisane Są W  tabeli 2
i DNA; opracow ane na podstaw ie [134].

RFT/WRT

Uszkodzenia
DNA

Oksydacja
lipidów Oksydacja białek

Zaburzenie ekspresji 

genówOksydacja witaminy E •«-►Oksydacja grup

I
tioloj/ych

Powstawanie grup 

Peroksydacja j f  karbonylowych ,

1
 lipidów I

♦  Zaburzenie trasnportu jonów

— ►  i gradientu jonowego
Uszkodzenia błon

komórkowych *
. Aktywa cj a /i n aktywacja systemóyy

enzymatycznych

Poli(ADP-rybozyl)acja

Niekompletna/nieprawidłowa  

naprawa DNA

Zmniejszanie puli 

komórkowego ATP i NADPH

mutageneza

Upośledzenie fizjologii komórki, 

śmierć komórkowa (apoptoza, 

nekroza), rozwój procesów 

chorobowych
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Tabela 2. Oksydacyjnye uszkodzenia DNA i ich w pływ  na procesy kom órkow e; opracow ane na podstaw ie  [124].

Rodzaj uszkodzenia Efekt Opis

glikol ty miny (Tg)
zablokowanie
replikacji

Pomimo że Tg nie posiada znaczącego potencjału mutagennego, może 
doprowadzić do zablokowania replikacji w odległości jednego nukleotydu przed 
lub za uszkodzeniem [125]; również w określonym kontekście zasad, tj. 5'-C(Tg) 
C-3' oraz 5'-C(Tg)A-3' może prowadzić do tranzycji T~*C z częstością 0,4%

5-hydroksymetylo- 
uracyl (5-OHMUra)

delecja

Obecność 5-OHMUra w DNA nie prowadzi do mutacji punktowych 
natomiast wywołuje delecje w komórkach ssaków, które nie są spowodowane 
niewłaściwym wbudowaniem nukleotydów czy złym sparowaniem, lecz 
wynikiem procesów naprawczych (BER) poprzez udział glikozylazy [126]

niezidentyfikowane uszkodzenia

niestabilność 
mikrosatelitamego 
DNA (MI), 
utrata
heterozygotyczności
(LOH)

W normalnych komórkach długość powtórzonych sekwencji DNA (mikrosatelitame 
DNA, MI) jest stała, natomiast w komórkach nowotworowych długość ta może być 
zmienna. MI jest wynikiem uszkodzeń DNA i jest związana z kilkoma rodzajami 
nowotworów; związek pomiędzy oksydacją a MI został potwierdzony w  badaniach, 
gdzie indukowano niestabilność a także LOH poprzez wprowadzanie mutacji w 
sekwencji powtórzonego DNA drogą oksydacyjnego uszkadzania DNA [127,128]

Epigenetyczne efekty oksydacyjnych uszkodzeń DNA

sygnalizacja komórkowa

RFT same w sobie stanowią rodzaj cząsteczek uczestniczących w sygnalizacji 
wewnątrzkomórkowej, jednak pozostaje w sferze przypuszczeń hipoteza, 
iż stres oksydacyjny jest w  stanie doprowadzić do powstania takiej 
ilości RFT, która może następnie zmienić ekspresję genów [129]

kontrola transkrypcyjna

Wykazano, iż obecność 8-oksy-dG w rejonie promotorowym genów może wpłynąć 
na wiązanie czynników transkrypcyjnych [130]; obecność jednej reszty 8-oksy-dG 
w  rejonie wiązania czynnika trariskrypcyjnego AP-1 w obszarze promotorowym 
genów może całkowicie zatrzymać wiązanie tego czynnika a tym samym zablokować 
transkrypcję; rejony promotorowe bogate w GC stanowią częsty cel RFT; substytucja 
dG przez 8-oksy-dG w sekwencji rozpoznawanej przez czynnik transkrypcyjny 
Spl prowadzi do zaburzenia jego wiązania [131], a następnie do patologicznych 
konsekwencji; hipotezę tę wspierają badania wykazujące zaburzenie wiązania 
Spl oraz NF-kB w  nerkach oraz wątrobie szczurów chorujących na cukrzycę, 
co przypisuje się uszkodzeniom DNA spowodowanym przez RFT [132]

Dotychczas najlepiej poznaną oksydacyjną modyfikacją 
DNA o właściwościach mutagennych jest 8-oksy-2'deoksygu- 
anozyna (8-oksy-dG) znana też i opisywana jako forma tauto- 
meryczna 8-hydroksy-2'deoksyguanozyna (8-OH-dG). 8-OH- 
dG w warunkach fizjologicznych jest mniej stabilna. W ystępu­
je ona w dwóch formach: anty i syn. Forma syn może tworzyć 
stabilne pary zasad z adeniną i prawdopodobnie z guaniną [8]. 
Podczas procesu replikacji DNA może dojść do włączenia na­
przeciw 8-oksy-dG adeniny, co po dwóch rundach replikacyj- 
nych prowadzi do transwersji G—>T. Także zasady obecne w 
trifosfodeoksynukleotydach mogą wchodzić w reakcję z WRT. 
Dla przykładu 8-oksy-dGTP jest substratem dla polimeraz 
DNA. Możliwość błędnego parowania zmodyfikowanej oksy­
dacyjnie guaniny może prowadzić do jej wbudowywania na­
przeciw adeniny i następnie po trzech rundach replikacyjnych 
do substytucji A—>C.

Analizując zawartość 8-oksy-dG w moczu oszacowano, 
iż w  pojedynczej komórce człowieka może powstawać na­
w et kilkaset takich modyfikacji w  ciągu doby [9], Pam ięta­
jąc, iż modyfikacja guaniny jest jedną z bardzo wielu moż­
liwych zm ian m utagennych indukow anych przez RFT na­
leży przypuszczać, iż większość oksydacyjnych uszkodzeń 
DNA jest bądź to skutecznie usuw ana przez systemy napra ­
wy DNA, bądź jest usytuow ana w nieaktywnej części geno­
mu. W przeciwnym  razie ilość uszkodzeń DNA w komórce 
szacowana przez Amesa i Golda na 105 w  ciągu doby [10], 
niechybnie doprow adziłaby do śmierci komórki. Jednakże 
pew na część prom utagennych uszkodzeń może znajdować 
się w obrębie genów supresorowych i onkogenów i, jeśli nie
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jest napraw iona, może prow adzić do transformacji now o­
tworowej komórki.

NAPRAWA OKSYDACYJNYCH 
MODYFIKACJI/USZKODZEŃ DNA

Dzięki działaniu komórkowych mechanizmów naprawy 
DNA takich jak naprawa przez wycinanie zasad azotowych 
(BER, ang. Base Excisión Repair), naprawa przez wycinanie nu- 
kleotydów (NER, ang. Nucleotide Excisión Repair) czy naprawa 
niesparowanych nukleotydów (MMR, ang. Mis-Match Repair), 
bez zakłóceń mogą przebiegać fizjologiczne procesy komór­
kowe. Jednocześnie, co jest istotne z punktu widzenia analizy 
procesów naprawczych, produkty działania enzymów na­
prawczych wydalane są z organizmu wraz z moczem. Nasze 
badania przeprowadzone w Katedrze i Zakładzie Biochemii 
Klinicznej CM UMK wykazały np., że w  moczu osób stosu­
jących dietę nierestrykcyjną (zawierającą wszystkie składniki 
żywieniowe) ilość 8-oksy-Gua wynosi 1,87 nm ol/kg  w ciągu 
doby, co odpowiada powstawaniu około 1000 cząsteczek tej 
potencjalnie mutagennej modyfikacji w  każdej spośród 60 bi­
lionów komórek budujących organizm człowieka, a ilość po­
wstającej 8-oksy-dG wynosi 0,83 nm ol/kg  w ciągu doby [11]. 
Badania prowadzone w ramach programu ESCODD (ang. 
European Standards Committee for Oxidative DNA Damage), w 
których uczestniczyła nasza pracownia, wskazują na obecność 
kilku zmodyfikowanych zasad/106 dG w komórkowym DNA 
człowieka, co odpowiada obecności nieco więcej niż 103 tych 
modyfikacji w  pojedynczej komórce człowieka [12], Z połącze­
nia obu tych faktów wynika, że 8-oksy-Gua jest bardzo efek­
tywnie usuwana z komórek budujących organizm człowieka.
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Z biologicznego i klinicznego punktu widzenia znaczącym jest 
fakt, że 8-oksy-dG, będąc swoistym znacznikiem oksydacyj­
nych uszkodzeń DNA, ma działanie mutagenne.

NAPRAWA DNA PRZEZ WYCINANIE 
ZASAD AZOTOWYCH (BER)

BER uw ażana jest za zasadniczą ścieżkę usuw ania i 
napraw y uszkodzeń oksydacyjnych. Proces ten angażu­
je specyficzne enzymy posiadające określone spektrum  
substratów, usuwające (wycinające) uszkodzoną zasadę 
pozostawiając miejsce apurynow e/ap irym idynow e (AP). 
N apraw a 8-oksy-dG realizowana jest poprzez mechanizm 
zw any system em  „GO". Pierwszą linią obrony stanowi fos- 
fohydrolaza hM TH l (ludzki homolog białka MutT), która 
usuw a 8-oksy-GTP z puli nukleotydów kom órkowych za­
pobiegając tym  sam ym  jego w budow aniu do DNA. Drugą 
linią jest właściwa napraw a typu BER inicjowana przez gli- 
kozylazę. Zasadniczym  enzym em  odpowiadającym  za pier­
w otną reakcję usuw ania 8-oksy-dG z DNA w  komórkach 
człowieka jest glikozylaza 8-oksy-dG (hOGGl) [13,14]. En­
zym  ten działa poprzez ścieżkę napraw y typu „short patch" 
(„mała łata") i posiada specyficzność w stosunku do par 
8-oksy-Gua:C w  dw uniciow ym  DNA. Badania strukturalne 
hOGGl wykazały, iż posiada ona dwie izoformy określane 
jako a- i (3-hOGGl, przy czym izoforma a  kolokalizuje z ją­
drem  kom órkow ym  a izoforma p z błoną w ew nętrzną mi- 
tochondriów [15,16], gdyż system BER napraw ia nie tylko 
DNA jądrowe, ale również mitochondrialne.

W celu zbadania roli OGG1 i ewentualnie innych niż BER 
ścieżek napraw y DNA w usuwaniu 8-oksy-Gua, poziom tej 
modyfikacji w  moczu został przeanalizowany u myszy z w y­
łączonym genem OGG1 w porównaniu ze zwierzętami typu 
dzikiego [17]. Przy założeniu, że OGGl jest jedyną glikozyla- 
zą, której aktywność generuje 8-oksy-Gua, należy oczekiwać, 
że poziom tej modyfikacji w  moczu myszy OGGl'1'będzie ob­
niżony (przyjmując założenie, że system oparty o aktywność 
glikozylalzy OGGl jest głównym mechanizmem naprawy 
uszkodzeń oksydacyjnych generującym 8-oksy-Gua). Wyni­
ki naszych badań pokazały obniżenie poziomu 8-oksy-Gua 
w  moczu u myszy OGGl'1' o około 26% w porównaniu ze 
zwierzętami typu dzikiego [17]. Wyniki te sugerują, iż pomi­
mo istotnej roli, jaką odgrywa OGGl w generowaniu 8-oksy- 
Gua, istnieje alternatywna ścieżka niezależna od tego enzy­
mu, która także prowadzi do uwalniania 8-oksy-Gua. Ponie­
waż poziom 8-oksy-Gua obniżył się zaledwie o 26% można 
wnioskować, iż alternatywna ścieżka efektywnie rekom pen­
suje niedobór OGGl. W związku z tym, że nie zaobserwo­
wano jednocześnie znaczącego wzrostu poziomu podsta­
wowego 8-oksy-Gua w komórkowym DNA myszy OGGl7', 
dane te jasno dowodzą istnienia alternatywnej ścieżki ogra­
niczającej poziom 8-oksy-Gua w DNA, ale nie związanej z 
uwalnianiem samej zmodyfikowanej zasady. Mechanizm ten 
prawdopodobnie potrafi zastąpić (przynajmniej częściowo) 
OGGl w zwierzętach z wyłączonym genem OGGl i nie jest 
wykluczonym, iż jest nim naprawa przez nacięcie nukleoty- 
du (NIR, ang. nucleotide incision repair), którego rola w  usuw a­
niu 8-oksy-Gua wciąż pozostaje w  sferze badań [18,19],

Usuwanie 8-oksy-Gua przez mechanizm typu  BER jest 
uzupełniona przez przynajmniej dw a inne procesy: napra ­

wę niesparowanych zasad z udziałem  białka hMYH (ludz­
kiego homologu białka MutY) oraz zapobieganie niewłaści­
wego w budow yw ania nukleotydu z udziałem  hM TH l.

NAPRAWA NIESPAROWANYCH NUKLEOTYDÓW 
ORAZ ZAPOBIEGANIE NIEWŁAŚCIWEJ 
INKORPORACJI NUKLEOTYDU

Innym  rodzajem glikozylazy jest hMYH, która usuw a źle 
sparow aną adeninę umieszczoną naprzeciw 8-oksy-Gua. 
To błędne sparowanie może pojawić się bądź to w  w yni­
ku niewłaściwego w budow ania 8-oksy-dGTP naprzeciw  
adeniny w nici matrycowej, bądź jako wynik w budow ania 
dATP naprzeciw nienaprawionej 8-oksy-Gua obecnej także 
w  nici matrycowej. Usunięcie przez hMYH niewłaściwie 
w budowanej dA inicjuje napraw ę poprzez BER, w  któ­
rej polim eraza napraw cza [3 z większą częstością w staw ia 
dCTP naprzeciw 8-oksy-dG w porów naniu z polimerazami 
replikacyjnymi, dając tym  samym hO G G l szansę usunięcia 
uszkodzenia. Podobnie usunięcie niewłaściwie w budow a­
nej 8-oksy-Gua naprzeciw dA obecnej w  nici matrycowej 
może być dokonane przez glikozylazę OGG2, której aktyw ­
ność nakierowana jest na nowosyntezowaną w replikacji 
nić DNA. Ta specyficzność dotycząca rodzaju nici DN A  ma 
ogrom ne znaczenie, ponieważ samo usunięcie dA w  nici 
matrycowej przez hMYH nie eliminuje praw dopodobień­
stwa wystąpienia mutacji.

Dla odmiany, hM TH l działa na wcześniejszym etapie 
blokując błędne w budow anie 8-oksy-Gua do DNA poprzez 
degradow anie 8-oksy-dGTP do 8-oksy-dGMP oraz pirofos- 
foranu. Powszechnie uw aża się, że 8-oksy-dGMP jest osta­
tecznie degradow any do 8-oksy-dG i w ydalany [20]. Wciąż 
jednak istnieje niewiele dow odów  na to, że 8-oksy-dG jest 
bezpośrednim  produktem  napraw y DNA tj. uw olnionym  z 
DNA jako deoksynukleozyd a nie zasada [21]. Inną nowo 
odkrytą glikozylazą jest glikozylaza-1 typu Nei, która usu ­
w a 8-oksy-Gua z niewłaściwych par z G oraz A. Jej aktyw ­
ność wskazywać może na kolejny rodzaj ścieżki, w  której 
źle sparow ane uszkodzenie jest usuw ane drogą napraw y 
DNA związanej z transkrypcją lub replikacją [22].

ROLA OKSYDACYJNYCH USZKODZEŃ 
DNA W CHOROBACH

CHOROBY NOWOTWOROWE

Obecnie w  pełni uw zględnia się udział oksydacyjnych 
uszkodzeń DNA w procesie mutagenezy. W ystąpienie m u­
tacji w  genach supresorowych i/ lu b  w onkogenach może 
prowadzić do inicjacji, promocji i progresji procesu kance- 
rogenezy. Wyniki badań potwierdzają, że WRT indukują 
mutacje w  genach supresorowowych p53 oraz onkogenie 
Ha-ras [12]. W przypadku genu p53 mutacja w kodonie 248 
(CGG) jest najczęstszą mutacją w kilku nowotworach w y­
stępujących u człowieka. Transwersje GC—>TA, typow e dla 
błędnego parow ania 8-oksy-Gua, są bardzo często przyczy­
ną mutacji genu supresorowego p53 komórek raka płuc i 
protoonkogenu ras w  przypadku raka wątroby u człowieka 
[12]. Inne badania pokazują, że zmodyfikowane zasady w 
DNA mogą być jednym  z czynników decydujących o po­
tencjale metastatycznym  now otw orów  [23]. Nasze badania 
dotyczące mięśniaka macicy (guz łagodny) wykazały pod ­
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w yższony poziom 8- oksy-Gua w tkance nowotworowej w 
porów naniu do tkanek wolnych od zm ian nowotworowych. 
Badania te wykazały również dodatnią korelację pom iędzy 
rozm iarem  guza i poziom em  8-oksy Gua w DNA. Ponieważ 
stw ierdzono zależność m iędzy złośliwieniem now otw oru 
i rozm iarem  guza, może to oznaczać, że wysoki poziom 
8-oksy-Gua i praw dopodobnie innych zmodyfikowanych 
zasad jest czynnikiem determ inującym  transformację guza 
łagodnego w postać now otw oru złośliwego [24]. Znacznie 
podw yższony poziom 8-oksy-dG w tkankach now otw o­
rowych w porów naniu z odpowiadającym i im tkankami 
praw idłow ym i stw ierdzono również w now otw orach płuc 
palaczy [25]. Zaobserwowano także wzrost poziom u 8-oksy 
-dG w raz z liczbą w ypalanych papierosów w ciągu jedne­
go dnia [26]. Również w now otw orach żołądka, jajników i 
m ózgu wykazano istotne zmiany zawartości 8-oksy-dG w 
porów naniu z odpowiadającymi im obrzeżami wolnymi od 
zm ian now otw orow ych [25]. Tabela 3 przedstaw ia zmiany 
poziom u oksydacyjnych uszkodzeń DNA w różnych now o­
tworach.

Zwiększony poziom stresu oksydacyjnego w komórkach 
now otw orow ych może wynikać z faktu, iż komórki now o­
tw orow e często wykazują znacznie obniżoną aktywność 
niektórych enzym ów antyoksydacyjnych w porów naniu z 
komórkami prawidłowym i. Niskie aktywności dysmuta- 
zy ponadtlenkowej i katalazy mogą prowadzić do stresu 
oksydacyjnego, którego skutkiem  mogą być uszkodzenia 
DNA w komórkach nowotworowych. W celu wykazania 
zależności pom iędzy oksydacyjnymi uszkodzeniam i DNA, 
a aktywnością enzym ów antyoksydacyjnych w tkankach 
now otw orow ych i w tkankach wolnych od zm ian now o­
tworowych zbadany został poziom  zmodyfikowanych za­
sad oraz aktywność dysm utazy ponadtlenkowej, katalazy i 
peroksydazy glutationowej w  praw idłow ych i zmienionych 
now otw orow o tkankach płuc człowieka. W badaniach tych 
stw ierdzono wyższy poziom uszkodzeń DNA w tkankach 
now otw orow ych w porów naniu z obrzeżami wolnymi od 
zm ian nowotworowych, szczególnie zm iany te dotyczyły 
poziom u 8-oksy-Gua i 8-oksy-Ade. Aktywność enzymów 
antyoksydacyjnych była jednocześnie niższa w tkance no­
wotworowej [27]. Podobne zmiany stw ierdzono w tkankach 
stercza pochodzących od pacjentów z łagodnym  rozrostem 
prostaty, jednak tylko u części badanych pacjentów [28].

Z w iększona produkcja  RFT w  now otw orach

Ostatnio stw ierdzony został interesujący fakt, że przy­
najmniej niektóre linie kom órek now otw orow ych pro­
dukują znaczące ilości H ,0 2bez egzogennej indukcji przy 
jednoczesnym znacznie podw yższonym  poziomie oksyda­
cyjnych uszkodzeń DNA, obserwowanym  w tych kom ór­
kach. H,0., łatwo dyfunduje przez błony kom órkowe i, jak 
wyjaśniliśmy wcześniej, może być przekształcany w formę 
wolnorodnikow ą 'O H  w obecności metali grup przejścio­
wych (głównie żelaza Fe+2) w przebiegu reakcji Fentona. 
W naszych badaniach wykazaliśmy dodatnią korelację po­
między poziom em  tzw. wolnej puli żelaza (żelaza, które nie 
jest silnie związane z białkami) i endogennym  poziomem 
8-oksy-dG w limfocytach człowieka [29], W ynik ten wska­
zuje na możliwość w ystępow ania reakcji Fentona w pobli­
żu komórkowego DNA, co może generować oksydacyjne
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uszkodzenia tej molekuły. Inne wyniki badań [30] wykazują 
związek między poziom em  wolnego żelaza w osoczu pa­
cjentów chorych na hem ochrom atozę a zwiększonym  ryzy­
kiem rozwoju choroby nowotworowej, co może sugerować, 
że podw yższony poziom żelaza w  organizm ie może być 
czynnikiem predysponującym  do rozwoju nowotworów 
[31,32], W większości now otw orów  człowieka stwierdza się 
dużą liczbę mutacji oraz niestabilność genomu. N a przykład 
w DNA pojedynczej komórki izolowanej z guza now otw o­
rowego jelita grubego stw ierdza się obecność nawet 11000 
mutacji. Jednym  ze źródeł tych licznych mutacji mogą być 
uszkodzenia DNA wywołane działaniem  RFT.

Jednym  z rezultatów  podw yższonego poziom u RFT jest 
konstytutyw na aktywacja czynników transkrypcyjnych, a 
tym sam ym  genów podlegającym ich kontroli, (również ge­
nów kontrolujących proliferację), co w  połączeniu z zwięk­
szonym poziom em  uszkodzeń DNA tw orzy presję selekcyj­
ną w  kierunku fenotypu charakterystycznego dla raka [33], 
Podczas gdy liczne badania zdają się potwierdzać hipote­
zę o roli stresu oksydacyjnego w procesie kancerogenezy, 
wciąż dyskutow ana jest hipoteza dotycząca bezpośrednie­
go udziału 8-oksy-dG w DNA w indukcji zm ian nowotowo- 
rowych. Trzeba także pamiętać, że istnieje pokaźna liczba 
innych stanów patologicznych, w których występuje pod ­
wyższony poziom  oksydacyjnych uszkodzeń DNA, jednak­
że nie prow adzi to do kancerogenezy (Tab. 3). Tym samym 
kwestia zw iązku pom iędzy oksydacyjnymi uszkodzeniami 
DNA a procesem kancerogenezy rodzi następujące hipote­
zy, wątpliwności i pytania:

1. Czy oksydacyjne uszkodzenia DNA mogą stanowić 
swoisty epifenom en towarzyszący procesom patofizjolo­
gicznym, a ich podw yższony poziom  nie odgryw a roli w 
procesie kancerogenezy?

2. „Przyczyna czy skutek?" — często w ykryw any pod ­
wyższony poziom u oksydacyjnych uszkodzeń DNA w 
nowotworach nie musi w skazywać na to, iż stał się on 
przyczyną zm ian nowotworowych. Podw yższony poziom 
uszkodzeń może być efektem zm ian charakterystycznych 
dla kom órek now otw orow ych (wzm ożony metabolizm, 
większa częstość podziałów kom órkow ych czy w spom nia­
na zmniejszona aktywność enzym ów  antyoksydacyjnych).

3. Czy uszkodzenie oksydacyjne musi dotyczyć kodują­
cego regionu DNA, by prowadziło do powstania mutacji ?

Jedynie rozstrzygnięcie pow yższych kwestii może do­
prowadzić do poznania rzeczywistego związku pom iędzy 
oksydacyjnymi uszkodzeniam i DNA a nowotworem.

Z m iany  w  n ap raw ie  D N A  w  now o tw o rach

Zwiększona produkcja RFT może prowadzić do zwiększo­
nego poziomu oksydacyjnych uszkodzeń DNA, ale również 
może prowadzić do obniżenia syntezy i/lu b  aktywności enzy­
mów usuwających takowe uszkodzenia. Istnieją wyniki badań 
sugerujące obniżenie aktywności procesów naprawy DNA 
(różne szlaki) u paqentów cierpiących na raka [34]: 1). U pa­
cjentów z rakiem płuc wykazano utratę heterozygotyczności w 
locus genu hOGGl [35,36] z towarzyszącym podwyższeniem
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Tabela 3. O ksydacyjne uszkodzenia D N A  w  w ybranych now otw orach oraz stanach przedrakow ych; opracow ane na podstaw ie [124],

Nowotwór
Podwyższony
poziom
uszkodzeń1

Opis

ostra białaczka limfoblastyczna (ALL) T/-*

•znacząco podwyższony 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 limfocytów ALL (p<0,05) w porównaniu z grupą kontrolną

białaczka/chłoniak limfocytarny 
T-komórkowy dorosłych, ostra 
białaczka i zespół mieloblastyczny

t

• znacząca różnica w poziomie 8-oksy dG w moczu i DNA limfocytów T pomiędzy 
białaczką/chłoniakiem dorosłych a grupą kontrolną (p<0,05); brak znaczącej różnicy w 
poziomie 8-oksy-dG pomiędzy chłoniakiem, ostrą białaczką i zespołem mieloblastycznym

rak skóry związany z 
tlenkiem arsenu (III) t

•statystycznie znaczący wzrost poziomu 8-oksy-dG (p<0,001) w chorobie 
Bowena, raku Bowena oraz rogowaceniu słonecznym w porównaniu z 
odpowiadającym im stanom niezwiązanym z tlenkiem arsenu (III)

różne nowotwory: gwiaździak 
włóknisty (FA; mózg); rak płuc (LC); 
rak żołądka (MC) rak jajnika (OC); 
rak okrężnicy i odbytnicy (CRC)

T

•znacząco wyższy poziom (p<0,05) następujących uszkodzeń:
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, OC
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 wyjątkiem raka płuc 
(n=2) tylko po jednym pacjencie z danego typu nowotworu

rak piersi oraz inwazyjny, 
przewodowy rak piersi T

•statystycznie znacząco wyższy (p<0,0001) poziom 8-oksy-dG w DNA 
z tkanki nowotoworowej w porówaniu ze zdrową tkanką 
•poziom 8-oksy-dG znacząco (p<0,001) podwyższony w tkance nowotworowej 
inwazyjnego, przewodowego raka piersi; również znacząco wyższy 
(p=0,007) w tkance nowotworowej ERa(+) w porównaniu z ERa(-)

rak jelita grubego T

•znacząco podwyższony poziom 8-oksy-dG w DNA pochodzącym z pierwotnego 
gruczolakoraka w porównaniu z otaczającą tkanką nierakową (p<0,005); ten sam wynik 
potwierdzony również metodami immunohistochemicznymi
•znacząco podwyższony poziom 8-oksy-dG w DNA pochodzącym z limfocytów 
pacjentów z nowotworem w porównaniu z kontrolami
•znacząco podwyższony poziom 8-oksy-dG (p<0,005) w DNA pochodzącym z tkanki 
nowotoworowej w porównaniu z normalną błoną śluzówki
•znacząca korelacja pomiędzy poziomem 8-oksy-dG w limfocytach a śmiertelnością u 
mężczyzn z nowotworem (r=0,91, p<0,05)

rak oraz gruczolakorak żołądka t

•poziom 8-oksy-dG znacząco podwyższony w DNA pochodzącym z chorych tkanek 
pacjentów z przewlekłym zanikowym zapaleniem żołądka (p=0,0009), metaplazją 
jelitową (p=0,035) czy infekcją H. pylori (p=0,001) w porównaniu z kontrolami 
•silna negatywma korelacja (r=-0,92, p=0,01) pomiędzy występowaniem raka żołądka u 
kobiet a poziomem 8-oksy-dG w limfocytach
•znacząco podwyższony poziom 8-oksy-dG w DNA z tkanki nowotworowej 
gruczolakoraka i jej obrzeża w porównaniu ze zdrową tkanką (p<0,001)

rak jajników oraz szyjki macicy i inne 
nowotwory ginekologiczne T

• znacząco (p<0,05) podwyższony poziom 8-oksy-dG w moczu pacjentek w porównaniu 
z kontrolami
•znacząco podwyższony poziom formamidowych pochodnych pirymidyn oraz Tg w 
krwinkach białych pacjentek z rakiem jajników (n=19) w porównaniu z kontrolami (n=16) 
poziom 8-oksy-dG w DNA pochodzącym z raka szyjki macicy zarówno z tkanki o niskim 
i wysokim stopniu dysplazji znacząco (p<0,001) podwyższony w porównaniu ze zdrową 
tkanką; brak korelacji z infekcją HPV

rak wątroby oraz guz zarodkowy 
wątroby (hepatoblastoma) T

•statystycznie znacząco (p<0,005) podwyższony poziom 8-oksy-dG w DNA z tkanki 
okołorakowej w porównaniu z tkanką rakową; pacjenci z przerzutami do wątroby oraz 
z alkoholową chorobą wątroby w ostatnim stadium wykazali brak różnicy pomiędzy 
wymienionymi tkankami
•pozytywne barwienie immunohistochemiczne dla 8-oksy-dG w wycinkach wątroby 
pochodzących od 5 pacjentów

rak płuc T

•poziom 8-oksy-dG w DNA z limfocytów znacząco wyższy (p<0,05) w porównaniu z 
kontrolami
•podwyższony poziom 8-oksy-dG w DNA pochodzącym z tkanki nowotworowej w 
porównaniu z normalną tkanką płucną

rak miąższu nerki T
•poziom 8-oksy-dG w DNA z tkanki nowotworowej znacząco wyższy (p<00005) w 
porównaniu z normalną tkanką

1 (Oznacza statystycznie znaczący wzrost poziomu uszkodzeń w porównaniu z grupą kontrolną. —»Oznacza brak różnicy między nowotworem a 
kontrolą.
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poziomu 8-oksy-dG; 2). Sugeruje się, iż polimorfizmy w  ge­
nach kodujących enzymy naprawcze DNA mogą mieć zwią­
zek z różnym poziomem wydajności naprawy uszkodzeń [37], 
Ponadto niektóre badania sugerują związek polimorfizmów w 
genie OGG1 z  powstawaniem raka płuc [38], jednakże kwestia 
ta pozostaje dyskusyjna [39].

W badaniu z udziałem naszego zespołu [40] dokonano po­
miaru wszystkich kluczowych parametrów opisujących oksy­
dacyjne uszkodzenia DNA. Badania zostały przeprowadzone 
na pacjentach z drobnokomórkowym rakiem płuc (wszyscy 
pacjenci byli palaczami) oraz grupach kontrolnych. Zmierzo­
ny został poziom 8-oksy-Gua oraz 8-oksy-dG w moczu oraz 
poziom 8-oksy-dG w DNA leukocytów. Poziom 8-oksy-Gua 
w  DNA leukocytów pochodzącym od pacjentów z rakiem był 
znacząco wyższy niż w  grupach kontrolnych (pacjenci vs. pa­
lacze, p < 0,03 oraz pacjenci vs. niepalący, p < 0,001). Ponieważ 
jednocześnie poziom oksydacyjnych uszkodzeń DNA ozna­
czanych w moczu (produktów naprawy DNA) był podobny 
u pacjentów i w  grupach kontrolnych, prawdopodobnym w y­
daje się, iż zwiększony poziom 8-oksy-dG w DNA leukocy­
tów pochodzącym od pacjentów z rakiem płuc jest wynikiem 
obniżonego poziomu naprawy DNA (najprawdopodobniej 
naprawy poprzez wycinianie zasad). Hipotezę tą wsparły ana­
lizy aktywności glikozylazy 8-oksy-Gua u palaczy. Całkowita 
aktywność hOGGl była niższa w grupie palaczy z rakiem w 
porównaniu z palaczami wolnymi od choroby. Dodatkowo 
wykazano, iż myszy z wyłączonym genem mOGGl są bar­
dziej predysponowane do rozwoju raka płuc, a także wykazu­
ją akumulaqę 8-oksy-Gua w DNA [41].

W celu lepszego zrozum ienia roli oksydacyjnych uszko­
dzeń DNA w rozwoju raka płuc, trzy zasadnicze param e­
try oceny oksydacyjnych uszkodzeń i napraw y DNA były 
badane u pacjentów z drobnokom órkowym  rakiem płuc: 
ilość 8-oksy-Gua w  DNA oraz aktywność OGGl i 8-oksy- 
dGTPazy w tkance nowotworowej raka płuc i jej obrzeżach 
[42]. Wyniki badania wykazały, iż aktywność glikozylazy 
była niższa w tkance nowotworowej w  porów naniu z nor­
m alną tkanką płuca (p < 0,001). Odmiennie przedstaw ia­
ła się sytuacja w przypadku hydrolitycznej aktywności 
8-oksy-dGTPazy, która była wyższa w tkance rakowej w 
porów naniu z norm alną tkanką płucną, będąc jednocześnie 
o trzy rzędy wyższą w porów naniu z aktywnością glikozy­
lazy. Wyniki te jasno wskazują, iż różne elementy systemu 
„GO" uczestniczą w utrzym aniu poziom u 8-oksy-Gua w 
ludzkim DNA, z kluczowym udziałem  procesu usuwania 
8-oksy-dGTP z komórkowej puli nukleotydowej [42].

Podsum owując, przedstaw ione wyniki badań jasno su ­
gerują znaczącą role stresu oksydacyjnego w procesie kan- 
cerogenezy, jednak problem, w jakim stopniu oksydacyjne 
uszkodzenia DNA w pływ ają bezpośrednio na procesy no- 
w otw orzenia nie został jeszcze dokładnie zbadany. N ie­
mniej jednak m ożna na tym  etapie pokusić się o wniosek, 
iż uszkodzenia DNA mogą być bardziej zw iązane z proce­
sem inicjacji now otw orzenia niż jego promocji.

STANY ZAPALNE I CHOROBY AUTOIMMUNOLOGICZNE

Zw iązek pom iędzy zapaleniem  a stresem  oksydacyj­
nym  jest dobrze udokum entow any  [43], Znane są liczne
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jednostki chorobow e, w  których zaobserw ow ano p o d ­
w yższony poziom  8-oksy-dG. Są to m.in.: chroniczne za ­
palenie w ątroby [44], zapalenie w ątroby  typu  C [45] oraz 
atopow e zapalenie skóry. O dpow iedź uk ładu  im m unolo ­
gicznego m oże prow adzić  do aktywacji leukocytów, co w 
konsekw encji p row adzi do zw iększonego zużycia tlenu, 
a tym  sam ym  do zw iększonej produkcji RFT (takich jak 
rodn ik  ponad tlenkow y czy nadtlenek  w odoru) i u szko ­
dzeń DNA. D ow odów  potw ierdzających tą h ipotezę d o ­
starczają w yniki badań  D izdaroglu  i wsp. [46], którzy 
w ykazali, iż ekspozycja kom órek na oddziaływ anie ak­
tyw ow anych  leukocytów  p row adzi do uszkodzeń  DNA 
podobnych  do tych w yw ołanych  przez rodnik  hyd rok ­
sylowy. W innych pracach w ykazano  rów nież, iż ekspo ­
zycja DNA na działanie ak tyw ow anych  neutrofili w  p o ­
żyw ce zawierającej jony m etali spow odow ało  tw orzenie 
8-oksy-G ua poprzez  ścieżkę blokow aną przez inhibitory 
peroksydazy, katalazę, dysm utazę  ponadtlenkow ą czy 
oksykw asy [47],

Chroniczne zapalenie, a tym  sam ym  stres oksydacyj­
ny, jest blisko zw iązane z patogenezą takich chorób auto- 
im m unologicznych jak: reum ato idalne  zapalenie staw ów  
[48] czy toczeń rum ieniow aty  uk ładow y [49]. W p rzy ­
pad k u  przew lekłego zapalenia, produkcja w olnych ro d ­
ników  nie tylko p row adzi do uszkodzeń  tkanki łącznej, 
ale rów nież do oksydacyjnych modyfikacji biom olekuł, 
które jak się obecnie przypuszcza, stają się antygenam i, 
przeciw  którym  produkow ane  są auto-przeciw ciała, co 
w konsekw encji p row adzi do stałej reakcji auto im m u- 
nologicznej [50], C hroniczne zapalenie m oże być blisko 
zw iązane z kancerogenezą [51], chociaż m am y niew iele 
dow odów  w skazujących na to, że pacjenci z chronicz­
nym  stanem  zapalnym , takim  jak toczeń rum ieniow aty , 
mają zw iększone ryzyko rozw oju raka [52]. Jednakże d o ­
św iadczenia pokazują, iż DNA z lim focytów  pacjentów 
z reum ato idalnym  zapaleniem  staw ów , toczniem  ru m ie ­
niow atym  oraz chorobą Behęeta i w askulopatią  (sinicze 
zapalenie naczyń) zaw iera podw yższony poziom  8-oksy 
-dG. D odatkow o, limfocyty pochodzące od pacjentów  z 
reum ato idalnym  zapaleniem  staw ów  i toczniem  rum ie ­
n iow atym  są bardziej w rażliw e na cytotoksyczne dzia ła ­
nie nad tlenku  w odoru  [53]. Obecnie szacuje się, że chro ­
niczne zapalenie m oże być czynnikiem  rozw oju ok. 1 /3  
w szystkich  p rzypadków  now otw orów  na świecie [54,55]. 
Poniżej podajem y przyk łady  chorób zw iązanych z zap a ­
leniem  prow adzących  do rozw oju now otw orów .

W rzodziejące zapalen ie  okrężnicy

W rzodzejące zapalenie okrężnicy (CU, łac. colitis ulce- 
rosa) należy do g rupy  niesw oistych zapaleń  jelita i jest 
p rzykładem  choroby zw iązanej z chronicznym  zapale ­
niem  oraz z ryzykiem  rozw oju raka jelita grubego. Błona 
śluzow a jelita grubego pacjentów  z w rzodzejącym  zap a ­
leniem  okrężnicy w ykazuje objawy charakterystyczne dla 
stanów  zapalnych w raz ze zw iększoną produkcją RFT i 
zm niejszoną ochroną anty oksydacyjną [56], O ksydacyjne 
uszkodzenia  DNA w błonie śluzowej pacjentów  z w rzo ­
dzejącym  zapaleniem  okrężnicy akum ulu ją  się w  czasie 
trw ania  choroby i osiągają swój najw yższy poziom  w naj­
bardziej dysplastycznych zm ianach chorobow ych [57],
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Infekcje sp o w o d o w an e  bakterią  Helicobacter pylori

Infekcje w yw ołane H. pylori należą do grupy głównych 
czynników w etiologii now otw orów  żołądka. Podobnie jak 
w  CU, tak i w  tym  przypadku chroniczne zapalenie spow o­
dow ane infekcją bakteryjną prow adzi do zwiększonej pro­
dukcji RFT, a w  konsekwencji do oksydacyjnych uszkodzeń 
DNA i kancerogenezy [58]. Zwiększony poziom oskydacyj- 
nych uszkodzeń DNA został wykazany w  tkance żołądka 
we wczesnych etapach infekcji spowodowanej H. pylori [59],

Z apalen ie  w ątroby

Chroniczna infekcja spow odow ana w irusam i zapalenia 
w ątroby typu B (HBV) i C (HCV) może prowadzić do roz­
woju now otw oru wątroby. Wykazano, iż białko rdzeniowe 
w irusa HCV (p22) indukuje rozwój raka w ątroby u trans- 
genicznych myszy, a tym  samym m ożna przypuszczać, że 
podobny efekt jest możliwy u ludzi [60]. Jednym  z możli­
wych wyjaśnień tego procesu jest indukcja stresu oksyda­
cyjnego poprzez białko rdzeniowe wirusa. W ykazano, iż 
jedną z konsekwencji syntezy białka rdzeniowego jest za­
leżny od w ieku wzrost stresu oksydacyjnego w wątrobie 
transgenicznych myszy. Stres ten występuje niezależnie od 
procesu zapalnego i może być bezpośrednio zaangażow any 
w rozwój raka wątroby. W ykazano także, iż białko rdzenio­
we HCV może nie tylko indukować produkcję RFT w hepa- 
tocytach, ale także wzmagać ich produkcję pod w pływ em  
stym ulatorów  związanych z rozwojem raka w ątroby takich 
jak alkohol czy stan zapalny [60].

Przewlekła infekcja HCV lub HBV może prowadzić do 
akumulacji 8-oksy-dG w hepatocytach [61]. W art w spo­
mnienia jest fakt, iż infekcja ta jest związana ze w zrostem  
proliferacji komórek, co może przyczyniać się do utrw ale­
nia uszkodzeń 8-oksy-dG w postaci mutacji, łącząc oksyda­
cyjne uszkodzenie DNA z rozwojem raka wątroby.

Infekcja w yw ołana  w irusem  HIV

Komórki zainfekowane wirusem  HIV produkują znaczne 
ilości 0 2‘ [62], który to rodnik, w połączeniu z niedoborem 
kluczowych enzym ów oraz w itamin antyoksydacyjnych 
może prow adzić do ciężkiego stresu oksydacyjnego u pa­
cjentów HIV-pozytywnych. Dotychczasowe badania poka­
zują, że ilość oksydacyjnie modyfikowanych zasad w DNA 
izolowanym z limfocytów pacjentów HIV-pozytywnych 
bez objawów chorobowych jest znacznie w yższa w porów ­
naniu z pacjentami HIV-negatywnymi. Ponadto, wykazano 
również, że suplementacja witaminami antyoksydacyjnymi 
może zredukow ać poziom oksydacyjnych uszkodzeń DNA 
[63]. Pomimo iż nie ma wątpliwości, że HIV jest przyczy­
ną AIDS to jednak m ożna przypuszczać, że oksydacyj­
ne uszkodzenia DNA mogą prowadzić do apoptotycznej 
śmierci limfocytów u pacjentów z infekcją HIV, co z kolei 
może prow adzić do progresji AIDS [63],

CHOROBY UKŁADU KRĄŻENIA

M iażdżyca naczyń wieńcowych, ze w zględu na udział 
RFT w rozwoju płytki miażdżycowej [64,65], może być 
rów nież rozpatryw ana w kategorii chorób o podłożu chro-

niczno-zapalnym, mimo iż rola uszkodzeń DNA w procesie 
rozwoju miażdżycy wciąż pozostaje niejasna.

Pomimo niewielu badań poświęconych oksydacyjnym 
uszkodzeniom  DNA w chorobach krążenia, jednym  z bar­
dzo znaczących doniesień była publikacja Collinsa i wsp. 
[66], którzy wykazali korelację (r = 0,95, p < 0,01) pom ię­
dzy przebiegiem choroby wieńcowej (wczesnymi etapami) 
u mężczyzn populacji europejskiej a poziomem 8-oksy-dG 
w limfocytach tych pacjentów. Ponadto, poziom 8-oksy-dG 
był znacząco wyższy w grupie pacjentów z chorobą wieńco­
wą w porów naniu z grupą kontrolną (p < 0,009). Oczywiście 
z badań tych nie można wnioskować, iż podwyższenie po ­
ziomu 8-oksy-dG jest bezpośrednio odpowiedzialne za roz­
wój choroby, ale może on wskazywać na w arunki oksyda­
cyjne w tkankach peryferyjnych, gdzie limfocyty przebyw a­
ją przez znaczną część swojego życia. Sugeruje się również, 
że mutacje DNA mogą odgrywać rolę w  etiologii zarówno 
form owania płytki miażdżycowej jak i raka [67,68]. Płytka 
m iażdżycowa w ścianach tętnic zawiera również, pośród 
wielu kom ponentów, limfocyty [64]. Zatem możliwym w y­
daje się udział mutacji w rozwoju miażdżycy [69],

W literaturze obecne są dow ody dotyczące roli utlenionej 
formy LDL w rozwoju miażdżycy [65]. Ostatnio wykazano, 
iż utleniona forma LDL (ale nie niemodyfikowana cząstecz­
ka) prow adzi do obniżenia poziomu ekspresji i / lu b  aktyw ­
ności enzym ów napraw y typu BER. Przyjmując, iż BER jest 
zaangażowany w usuw anie 8-oksy-Gua z DNA, możliwym 
wydaje się, iż utleniona forma LDL, działając supresyjnie na 
napraw ę DNA, może podwyższać ilość 8-oksy-dG w DNA 
limfocytów. Dodatkowo wykazano, iż witamina C razem z 
witam iną A i tokoferolem chroni przed obniżeniem pozio­
m u enzym ów napraw y DNA [70], Podobnie, w zwierzęcym 
m odelu miażdżycy zwiększony poziom 8-oksy-dG w DNA 
makrofagów piankowatych generowany dietą wysokocho- 
lesterolową, ulega obniżeniu po diecie niskolipidowej [71]. 
Podobny efekt wykazano w odniesieniu do komórek zwią­
zanych z płytką miażdżycową [72], Także wyniki naszych 
badań wskazują na związek zarówno stresu oksydacyjnego 
jak i oksydacyjnych modyfikacji DNA z miażdżycą [73].

USZKODZENIA NIEDOKRWIENNO-REPERFUZYJNE

Wykazano, iż w  wyniku przeprowadzonej transplantacji 
wątroby u szczurów doszło do wzrostu poziomu glikolu ty- 
midynowego (Tg) w moczu oraz, że wysoki poziom Tg był 
związany z lepszym przyjęciem się przeszczepionej tkanki. 
Wyższy poziom Tg w moczu wykazano również u pacjen­
tów po transplantacji nerek [74], co prawdopodobnie było 
efektem uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego. Do­
datkowo, badania Lofta i wsp. [75] wykazały wzrost oksyda­
cyjnych uszkodzeń DNA w moczu świń po transplantacjach.

STARZENIE

W 1956 roku Harman przedstawił wolnorodnikową teo­
rię starzenia. Zgodnie z tą teorią uszkodzenia DNA spowo­
dowane działaniem RFT uważane są za główną i pierwotną 
przyczynę starzenia się. Większość badań testujących tę teo­
rię przeprowadzanych jest na hodowlach komórkowych lub 
modelach zwierzęcych, głównie na gryzoniach. W licznych
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badaniach, przedstawionych poniżej, wykazano większą po­
datność komórek starszych zwierząt na działanie induktorów 
stresu oksydacyjnego. Zaobserwowano także zwiększenie 
wraz z wiekiem liczby oksydacyjnych uszkodzeń jądrowego 
i mitochondrialnego DNA.

Badania hodowli komórkowych wykazały, że w  starzeją­
cych się fibroblastach człowieka powstaje każdego dnia 4-krot- 
nie więcej 8-oksy-dG, w porównaniu z młodymi komórkami, 
a stały poziom 8-oksy-dG w DNA jest o około 35% wyższy 
w starych komórkach w  porównaniu z komórkami młodymi 
[76], Wcześniejsze prace Hayflicka [77] wykazały, iż komórki 
hodowlane in vitro, w  tym fibroblasty człowieka, mają określo­
ny limit podziałów komórkowych. Hayflick zaobserwował, że 
po okresie szybkiego wzrostu in vitro tempo proliferacji komó­
rek gwałtownie spada. Komórki ostatecznie wchodzą w fazę 
całkowitego zahamowania podziałów. Jednakże w starych or­
ganizmach wiele komórek jest w  dalszym ciągu zdolnych do 
podziałów. Charakterystyczna jest odwrotna korelacja między 
liczbą podziałów, do jakiej zdolne są komórki w  hodowli in 
vitro a wiekiem organizmu ich dawcy [78].

W tym aspekcie interesujące są wyniki badań in vitro po­
ziomu 8-oksy-dG w DNA diploidalnych fibroblastów czło­
wieka (TIG-1) w różnych stadiach starzenia [79]. Mianowicie 
stwierdzono znaczący wzrost zawartości 8-oksy-dG w DNA 
starzejących się komórek (50 podziałów, 1,6 x lCf6 8-OHdG/ 
dG) w  porównaniu z komórkami młodymi (22 podziały, 0,5 x 
lCf6 8-OHdG/dG). W tych samych badaniach stwierdzono, że 
znacząco obniżyła się aktywność mechanizmów naprawczych 
podczas starzenia komórek in vitro. Zjawiskiem tym można tłu­
maczyć wzrost poziomu 8-oksy-dG wraz z wiekiem komórek.

W różnych narządach organizm u człowieka i wielu 
zw ierząt doświadczalnych zaobserwowano wraz z w ie­
kiem w zrost poziomu oksydacyjnych uszkodzeń jądrow e­
go i m itochondrialnego DNA np. w m ózgu człowieka [80] 
i wątrobie szczura [81]. Poziom oksydacyjnych uszkodzeń 
DNA był w  tych przypadkach 10-krotnie wyższy w  mito- 
chondriach w porów naniu z DNA jądrowym. Co ciekawe, 
wyższy z wiekiem poziom uszkodzeń DNA odnotow ano u 
szczurów, których dieta pozbawiona była witam iny E w po­
rów naniu ze zwierzętami, których dieta zawierała tę w ita­
minę. W yniki badań naszego zespołu [82] wykazały dodat­
nią korelację między ilością 8-oksydG w DNA leukocytów a 
wiekiem badanych osób. Jednocześnie stwierdzono, że po­
ziom w itam iny C obniża się wraz z wiekiem człowieka, w y­
kazując najwyższą wartość u dzieci i młodzieży, najniższą 
zaś u osób w podeszłym  wieku. U dokum entow ano ponad­
to niewielki, aczkolwiek statystycznie istotny, wzrost po­
ziomu w itam iny E oraz kwasu moczowego w raz z wiekiem 
badanych osób. Możliwym wyjaśnieniem obserwowanych 
zmian poziom u witam in jest sekwencyjna inaktywacja an- 
tyoksydantów  w odpow iedzi na intensyfikację stresu oksy­
dacyjnego. Wykazano, że obniżenie poziom u witam iny E 
związane z nasileniem procesów oksydacyjnych w ystępo­
wało dopiero po całkowitym zużyciu w itam iny C.

Wzrost poziomu markera wolnorodnikowych uszkodzeń 
DNA, jakim jest 8-oksy-dG, związany jest z upośledzeniem 
funkcji organów (np. mózgu czy wątroby) i wzrostem podat­
ności komórek na zmiany mutagenne [83]. Interesujące są w y­

niki badań dotyczących poziomu 8-oksy-dG w moczu gryzo­
ni i człowieka. Wykazano w nich, że w  miarę wzrostu wieku 
organizmu obniża się poziom wydalanej w  moczu 8-oksy-dG 
[84]. Jednocześnie poziom oksydacyjnych uszkodzeń DNA u 
osobników starych jest wysoki. Dane te wskazują, że wraz z 
wiekiem obniża się znacząco aktywność enzymów odpowie­
dzialnych za naprawę 8-oksy-dG. Obecnie powszechnie przyj­
muje się, że usuwana z komórkowego DNA 8-oksy-dG jest 
wydalana z moczem (patrz wyżej). Warto w  tym miejscu przy­
pomnieć, że w  starzejących się organizmach znacząco wzrasta 
poziom grup karbonylowych białek, np. w  mózgu człowieka i 
zwierząt [85], Jedną z przyczyn zmian starczych w komórkach 
może być zatem upośledzenie działania mechanizmów chro­
niących komórki przed toksycznym działaniem RFT.

W badaniach przeprowadzonych na szczurach [86] wyka­
zano, że 8-oksy-dG gromadzi się w  różnych narządach pod­
czas starzenia i poziom tej modyfikacji DNA różni się w  zależ­
ności od płci. Okazuje się, że liczba uszkodzeń DNA znacząco 
wzrasta po osiągnięciu przez organizm określonego wieku. 
Opisano dwukrotny wzrost poziomu 8-oksy-dG w  jądrowym 
DNA (mózgu, serca, wątroby, nerki) samców szczurów w 
wieku 30 miesięcy w porównaniu z osobnikami w  wieku od 
2 do 24 miesięcy. Znaczna akumulacja 8-oksy-dG jądrowego 
DNA rozpoczyna się u badanych zwierząt w  wieku powyżej 
24 miesięcy [83], W mózgu człowieka opisano wyraźny wzrost 
poziomu 8-oksy-dG w mtDNA osób w przedziale wiekowym 
42-97 lat. Wzrost ten był mniej wyraźny w  DNA jądrowym. 
Ciekawe jest, że szczególnie wysoką akumulację 8-oksy-dG w 
mtDNA obserwowano u osób powyżej 70 roku życia. Stosu­
nek zawartości 8-oksy-dG w m tD N A /jądrow y DNA był rów­
ny 10 u osób poniżej 70 roku życia i wzrastał do wartości 15 
u osób powyżej 70 roku życia [80], Mitochondria są najwięk­
szym źródłem wolnych rodników, a tempo utleniania DNA 
tych struktur może być znacznie wyższe niż DNA w jądrze 
komórkowym. mtDNA jest szczególnie podatny na działa­
nie RFT ponieważ: a) mitochondria konsumują -90% tlenu 
przetwarzanego przez organizm, a 1-2% metabolizowanego 
tlenu (chociaż wielkość ta jest obecnie kwestionowana) ulega 
konwersji do form wolnorodnikowych; b) cząsteczki mtDNA | 
znajdują się w pobliżu wewnętrznej błony mitochondrialnej, I 
w  której system transportu elektronów generuje RFT; c) DNA 
mitochondriów nie jest związany z białkami histonowymi; d) 
geny mitochondrialne są słabiej chronione niż jądrowe przez 
system naprawy DNA, który jest jednak w nich obecny.

W mięśniu sercowym i mięśniu przepony człowieka w zra­
sta z wiekiem poziom 8-oksy-dG mitochondrialnego DNA 
[87,88], Białka mitochondriów mięśni szkieletowych człowie­
ka są także podatne na uszkodzenia indukowane przez RFT. 
Zaobserwowano, że tempo syntezy białek mitochondrial- 
nych w  mięśniach szkieletowych człowieka znacząco obniża 
się w starszych organizmach [89], W jednym  z najnowszych 
badań potwierdzono wiekowo-zależny wzrost poziomu 
8-oksy-dG, dialdehydu malonowego (markera peroksydacji 
lipidów) i grup karbonylowych białek (markera utlenienia 
białek) w  bioptatach mięśni człowieka [85].

W świetle powyższych danych m ożna przypuszczać, 
że atak utleniaczy tak na DNA, jak i białka oraz lipidy jest 
przyczyną postępującego z wiekiem spadku wydolności 
mitochondriów. Gdy liczba uszkodzonych w ten sposób
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mitochondriów przekroczy pew ną wartość krytyczną, zro­
zumiały staje się fakt niedostatku energii w  komórkach sta­
rzejącego się organizmu. W trakcie życia człowieka pogłę­
bia się nie-miażdżycowa dysfunkcja serca i innych tkanek 
organizmu, co w konsekwencji może prow adzić do zmian 
starczych i śmierci organizmu.

METODY ANALIZY OKSYDACYJNYCH 
USZKODZEŃ DNA

W zrost produkcji wolnych rodników, a tym  sam ym  ilości 
uszkodzeń oksydacyjnych DNA występuje, jak opisaliśmy 
wcześniej, w  wielu jednostkach chorobowych. Znaczenie 
tychże uszkodzeń w poszczególnych schorzeniach ciągle 
nie jest wyjaśnione, dlatego opracow anie/zastosow anie 
właściwej metody ich pom iaru wydaje się być kluczowe. 
Aby wykazać znaczenia oksydacyjnych uszkodzeń DNA 
w określonej jednostce chorobowej pow inny być spełnione 
następujące warunki: 1) Oksydacyjne uszkodzenia DNA 
powstają w  miejscu zmienionym  patologicznie; 2) Czas po­
w staw ania oksydacyjnych uszkodzeń zbiega się z czasem 
patogenenzy; 3) Usunięcie uszkodzeń lub ich ograniczenie 
przynosi pozytyw ny efekt w  zapobieganiu lub leczeniu cho­
roby; 4) Indukcja oksydacyjnych uszkodzeń w  systemach 
m odelowych (zwierzęcych) na poziomie występującym w 
patologii człowieka prow adzi do w ystępow ania wszystkich 
lub większości sym ptom ów choroby. Do analizy oksydacyj­
nych uszkodzeń DNA stosuje się poniżej opisane techniki.

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

Jednym z pierwszych analizowanych uszkodzeń DNA 
spowodowanych RFT był glikol tymidinowy (Tg) [90], Już w 
latach 80 używano wysokosprawnej chromatografii cieczowej 
z detektorem UV (HPLC-UV) w celu identyfikacji i ilościowej 
analizy Tg w DNA poddanym  działaniu promieniowania y 
[91]. Tg powstaje stosunkowo łatwo — ok. 50% oddziaływań 
pomiędzy tyminą a rodnikiem hydroksylowym kończy się 
powstaniem  Tg. Dla porównania, 25% oddziaływań pomię­
dzy guaniną a rodnikiem hydroksylowym daje w  rezultacie 
8-oksy-dG. Jednak to właśnie 8-oksy-dG przeważa ilościowo 
nad Tg w  moczu myszy i człowieka [92]. Zasadniczym po­
wodem  tego stanu rzeczy jest względna niestabilność Tg w 
porów naniu z 8-oksy-dG [92], w  konsekwencji czego czułość 
metody HPLC-UV przy pomiarze Tg w moczu zawsze pozo­
stawała problematyczna [93]. Aby poprawić czułość metody, 
zmodyfikowano ją poprzez zastosowanie znakowanej radio­
aktywnie tyminy oraz zwiększenie dawek promieniowania 
w  celu indukcji mierzalnej ilości Tg [94],

Problem  czułości metod pom iaru oksydacyjnych uszko­
dzeń DNA został ostatecznie pokonany poprzez zastąpienie 
pom iarów  Tg pomiarami 8-oksy-Gua w jego deoksynukle- 
ozydowej formie 8-oksy-dG w produktach trawienia DNA. 
Pierwsze pom iary dokonano przy użyciu HPLC z detekcją 
elektrochemiczną (HPLC-EC). Na procedurę tą składają się 
następujące etapy: DNA jest ekstrahowany z kom órek lub 
tkanek, a następnie poddany enzym atycznem u trawieniu 
do w olnych deoksynykleozydów, które są następnie roz­
dzielane z zastosowaniem HPLC w układzie odwróconej 
fazy. Poziom  8-oksy-dG jest m ierzony drogą detekcji elek­

trochemicznej, która to metoda daje 1000-krotnie większą 
czułość w porów naniu z m etodą UV [92]. Metody używ ane 
do badania 8-oksy-dG w DNA poddane zostały skrupulat­
nym  analizom wynikającym z obawy, iż samo przygoto­
wanie próbek może być źródłem  uszkodzeń DNA, w  tym  
także pow staw ania 8-oksy-dG. Zagadnienie to zostało pod ­
jęte przez ESCODD, które skupiło swoją uwagę na walidacji 
m etod ekstrakcji oraz hydrolizy DNA jako podstaw ow ych 
źródeł artefaktów. Efektem walidacji było ulepszenie pro­
cesu przygotowania próbek do analizy, a w  konsekwencji 
redukcja artefaktów i optymalizacja metody HPLC-EC dla 
analizy oksydacyjnych uszkodzeń DNA [94], Metodę HPL- 
C-EC stosuje się również do pom iaru 8-oksy-dG w moczu, 
dodając etap wstępnego oczyszczania moczu poprzez fazę 
stałą [95] lub im m unopowinowactwo [94], pozwalające je­
dynie pożądanej frakcji dotrzeć do detektora HPLC [96].

SPEKTROMETRIA MAS

Metody takie jak chromatografia gazowa — spektrometria 
mas (GC-MS) dają możliwość analizy specyficznego profilu 
uszkodzeń DNA, co pozwala na efektywną charakterystykę 
produktów ataku rodnika hydroksylowego — zmodyfikowa­
nych zasad [97], Metoda GC-MS została użyta wcześniej do 
ilościowej analizy 8-oksy-Gua poprzez określenie stosunku 
zawartości G i 8-oksy-Gua w DNA [99], GC-MS jest techniką 
uniwersalną, pozwalającą na zarówno detekcję 8-oksy-dG w 
moczu, jak i wyekstrahowanym komórkowym DNA [100].

Badania wykazują, iż poziom 8-oksy-Gua oznaczany za 
pomocą GC-MS jest wyższy w porów naniu z innymi m eto­
dami. W świeżo izolowanych komórkach poziom podsta­
w ow y mierzony za pomocą GC-MS może być kilka-kilka- 
dziesiąt razy wyższy w porów naniu z wynikami uzyskany­
mi za pomocą HPLC/EC. Różne czynniki mogą w pływać 
na tę istotną różnicę pom iędzy metodami: 1) niekompletna 
hydroliza enzymatyczna oksydacyjnie modyfikowanego 
DNA, (HPLC/EC); 2) powstawanie artefaktów w trakcie 
hydrolizy DNA z użyciem kwasu m rówkowego i derywa- 
tyzacji, które poprzedzają analizę GC-MS.

Aby uniknąć tworzenia się artefaktów podczas analizy 
GC-MS, zaproponow ane zostało rozwiązanie w postaci 
uwolnienia zmodyfikowanych zasad z DNA za pomocą en­
zym ów naprawczych (glikozylazy form am idopirym idyny 
oraz endonukleazy III) w  miejsce hydrolizy kwasowej [101]. 
W ykazano, że po zastosowaniu tej modyfikacji poziom  
uszkodzeń jest porów nyw alny do najniższych wartości 
uzyskanych innymi m etodam i (np. HPLC/EC, LC-MS/MS) 
czyniąc tę technikę wielce użyteczną [102],

Ostatnio również chromatografia cieczowa wraz z pojedyn­
czą lub tandemową spektrometrią masową (LC-MS lub LC- 
MS/MS) została skutecznie użyta do analizy oksydacyjnych 
uszkodzeń zarówno w DNA [102,103] jak i moczu [104]. Takie 
podejście pozwala na wykorzystanie zalet LC/MS bez dodat­
kowych etapów zbierania frakcji i derywatyzacji próbek.

ZNAKOWANIE RADIOAKTYWNYM 32P

Procedura znakowania 32P daje możliwość detekcji szero­
kiego wachlarza produktów  uszkodzeń takich jak Tg [105]
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czy 8-oksy-dG [106,107]. Jednakże technika ta należy do cza­
sochłonnych (pojedyncza analiza zajmuje kilka dni) i złożo­
nych, włączając proces oczyszczania DNA, trawienia enzy­
m am i, wzbogacania 8-oksy-deoksynukleotydem, dodaw a­
nie znakow anego radioaktywnie fosforanu i chromatografię 
cienkow arstw ow ą [108]. Podobna m etoda znakowania z 
użyciem  znacznika fluorescencyjnego została opisana dla 
oznaczenia 8-oksy-dG analizowanego następnie ilościowo z 
użyciem  HPLC z konwencjonalnym detektorem  fluorescen- 
cji, co eliminuje konieczność stosowania znaczników radio­
aktyw nych [109]. Pomimo wielu zalet, podczas ewaluacji 
przeprow adzonej przez ESCODD technika znakowania nie 
została zakwalifikowana jako właściwe narzędzie dla analiz 
oksydacyjnych uszkodzeń DNA.

IMMUNODETEKCJA OKSYDACYJNYCH 
USZKODZEŃ DNA

Dotychczasowe próby opracowania metody analizy oksy­
dacyjnych uszkodzeń DNA drogą immunodetekcji napoty­
kały pow ażne trudności spowodowane przede wszystkim 
małą specyficznością przeciwciał. Dla przykładu West i wsp. 
[110] w  badaniach radioimmunologicznych użyli poliklonal- 
nych przeciwciał celem detekcji cis Tg w DNA pochodzącym 
z bakterii Escheńchia coli po ekspozycji na promieniowanie 
y. Kolejnym etapem udoskonalenia metod immunodetek­
cji było stworzenie przeciwciał monoklonalnych wykrywa­
jących Tg, co pozwoliło na względnie czułą detekcję tego 
uszkodzenia z użyciem testu immunoenzymosorbcyjnego 
(ELISA, ang. enzyme-linked. immunosorbent assay) w  komór­
kach poddanych działaniu promieniowania y lub w DNA 
traktow anym  H20 2 [111,112]. Degan i wsp. [113] wyproduko­
wali przeciwciała poliklonalne anty-8-oksy-dG o dużym  po­
winowactwie, opracowując tym  samym ulepszoną metodę 
oczyszczania moczu drogą ekstrakcji do fazy stałej, reduku­
jąc złożoności analizy chromatogramu HPLC-EC. Przeciw­
ciała te zostały także użyte do ilościowej analizy 8-oksy-dG 
w  enzymatycznych hydrolizatach DNA w kompetycyjnym 
badaniu radioimmunologicznym. Wyniki tych badań wyka­
zały korelację z wynikami analizy z użyciem HPLC-EC. Oby­
dw ie techniki posiadają również porównywalny limit detek­
cji dla 8-oksy-dG (badanie radioimmunologiczne: 63 fmol; 
analiza HPLC-EC: 50 fmol). Podobny limit detekcji wykazały 
komercyjnie dostępny zestaw ELISA i HPLC w analizie DNA 
pochodzącym  z grasic bydlęcych, jednakże w badaniach tych 
stosowano materiał o wysokim poziomie 8-OH-dG [114].

Niewątpliwie użycie przeciwciał upraszcza analizę 8-oksy- 
dG w  moczu. Metodykę z zastosowaniem przeciwciał rozsze­
rzyli i udoskonalili Park i wsp. [115] używając kolumny z mo- 
noklonalnym przeciwciałem do analizy 8-oksy-dG w moczu, 
osoczu i pożywce z hodowli tkankowej. Próbę ilościowej anali­
zy 8-oksy-dG w DNA z zastosowaniem przeciwciał poliklonal- 
nych metodą slot-blot przeprowadzili Musarrat i Wani [116]. 
Badanie wykazało użyteczność tej metody w detekcji zmodyfi­
kowanych zasad nawet w bardzo małych próbkach DNA (ng). 
Niewątpliwą wadą tej metody pozostaje konieczność ekstrak­
cji DNA z badanych komórek. Jak wspomnieliśmy wcześniej, 
ekstrakcja DNA może prowadzić do powstawania artefaktów 
- uszkodzeń DNA, dlatego opracowanie metod pozwalających 
na badanie oksydacyjnych uszkodzeń DNA in situ jest bardzo 
pożądane. Yarborough i wsp. [117] opublikowali wyniki sku­
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tecznego użycia monoklonalnych przeciwciał wyprodukowa­
nych przez Yin i wsp. [118] w immunocytochemicznej detekcji 
i półilościowej analizie 8-oksy-dG w  traktowanych aflatoksyną 
komórkach B1 oraz w  wycinkach tkanek. Metoda ta ma szeroki 
potencjał aplikacyjny w badaniach oksydacyjnych uszkodzeń 
DNA.

Mimo iż limit detekcji większości dotychczas opracow a­
nych m etod ELISA jest w yższy od limitu detekcji 8-oksy- 
dG mierzonego przez grupy zaangażowane w  ESCODD, 
ich użycie ogranicza się głównie do oznaczania poziom u 
uszkodzeń w moczu [119]. Niewątpliwie, analiza im m uno- 
cytochemiczna in situ będąc jedynie metodą półilościową, 
ma pow ażną zaletę, jaką jest możliwość wskazania konkret­
nego miejsca w ystępow ania uszkodzenia w  komórce lub 
tkance. Należy jednak podkreślić, że specyficzność przeciw ­
ciał używ anych do detekcji 8-oksy-dG jest bardzo proble­
matyczna [120] i interpretacja wyników  testów z zastosow a­
niem immunodetekcji jest w  dalszym  ciągu kontrowersyjna.

TEST KOMETKOWY

Metoda elektroforezy pojedynczych komórek w żelu agaro- 
zowym (test kometkowy) została opracowana w celu analizy 
integralności DNA na poziomie komórki [121]. Ponieważ do 
testu kometkowego wymagana jest niewielka ilość komórek, 
metoda ta znalazła zastosowanie tam, gdzie występuje ogra­
niczona ilość materiału biologicznego. Test opiera się na lizie 
komórek zanurzonych w żelu agarozowym umieszczonym 
na szkiełku mikroskopowym; liza usuwa białka i lipidy ko­
mórkowe pozostawiając nukleoid. Wysokie pH  powoduje 
rozwinięcie nukleoidów; w polu elektrycznym DNA wędruje 
w  kierunku anody. Ruch DNA przypomina wówczas kome­
tę z jądrem i ogonem (uszkodzone DNA), stąd nazw a testu. 
Przemieszczanie się DNA do ogona komety jest tym większe, 
im więcej występuje w  nim pęknięć DNA — im dłuższy ogon, 
tym więcej pęknięć DNA.

Użycie testu kometkowego w  połączeniu z glikozylazami 
specyficznymi do danego uszkodzenia (np. białko Fpg, wyci­
nające 8-oksy-Gua oraz formamidopirymidyny; endonukle- 
aza III, wycinająca utlenione pirymidyny, np. glikolu ty miny) 
pozwala na wprowadzenie pęknięć do DNA. Wzrost dłu­
gości ogona kometki oznacza wprowadzenie dodatkowych 
uszkodzeń DNA/pęknięć DNA poprzez działanie glikozylaz. 
Porównanie testu kometkowego z innymi metodami analizy 
oksydacyjnych uszkodzeń DNA przez ESCODD wykazało, że 
test ten pozwala na detekcję najmniejszej ilość 8-oksy-dG (~0,8 
8- oksy-Gua na 106 G) [122] w  porównaniu z metodami chro­
matograficznymi. Należy jednak pamiętać, że test kometkowy 
jest metodą pośrednią oznaczania oksydacyjnych uszkodzeń 
DNA; pozwala jedynie na analizę miejsc wrażliwych na Fpg/ 
Endo IIL

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Wciąż brak jest pełnej odpow iedzi na pytanie, dlaczego 
ewolucja włączyła w  m etabolizm komórek proces pow sta ­
wania wolnych rodników. Tlen, który jest przecież niezbęd­
ny dla funkcjonowania organizm ów aerobowych, staje się 
jednocześnie czynnikiem zagrażającym funkcjonowaniu 
czy naw et istnieniu kom órek poprzez reakcję RFT z ich
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składnikami, prow adząc do modyfikacji i uszkodzeń bio- 
molekuł. Szczególne niebezpieczeństwo dla układów  biolo­
gicznych niosą ze sobą oksydacyjne uszkodzenia DNA.

W naszej pracy próbowaliśmy wykazać związek stresu 
oksydacyjnego, a zwłaszcza oksydacyjnych uszkodzeń DNA 
z patogenezą. Stres oksydacyjny indukowany przez RFT uwa­
żany jest nie tylko za jeden z głównych czynników etiologicz­
nych chorób nowotworowych, ale także schorzeń układu krą­
żenia oraz stanów ischemii/reperfuzji, chorób neurodegene- 
racyjnych, stanów zapalnych i infekcji (zakażenia Helicobacter 
pyloń, wirusem zapalenia wątroby typu B i C, wirusem HIV) 
czy też naturalnego procesu starzenia organizmu.

Pomimo wielu wyników doświadczeń omówionych w 
naszej pracy, dowodzących iż podwyższony poziom oksy­
dacyjnych uszkodzeń DNA towarzyszy licznym jednostkom 
chorobowym, wciąż bez odpowiedzi pozostaje ważne pytanie 
czy uszkodzenia te są bezpośrednią przyczyną opisanych cho­
rób, czy raczej skutkiem toczących się procesów chorobowych. 
Wraz z wieloma autorami cytowanych prac uważamy, że w 
ogromnej większości omówionych przypadków uszkodzenia 
DNA pojawiają się jako wynik stresu oksydacyjnego, który 
jest skutkiem toczących się procesów chorobowych. Dobrym 
przykładem są tutaj stany zapalne oraz infekcje, którym stany 
zapalne towarzyszą. Zdecydowanie bardziej złożoną kwestią 
pozostaje wkład wolnorodnikowych uszkodzeń DNA w pro­
ces transformacji nowotworowej komórki. Dotychczasowe 
wyniki badań pozwalają stwierdzić, że wolne rodniki tlenowe 
mogą być jednym z uniwersalnych czynników decydujących 
o procesie transformacji nowotworowej komórki poprzez 
swój mutagenny chrakter. Obecność 8-oksy-dG może również 
przyczyniać się do modyfikacji metylacji genomu, a w  konse­
kwencji prowadzić do zmiany ekspresji genów i indukcji pro­
cesu kancerogenezy [123].

Pomimo wymienionych pytań i wątpliwości dotyczących 
roli oksydacyjnych uszkodzeń DNA w procesach chorobo­
wych z pewnością cieszy fakt, że posiadamy coraz więcej 
skutecznych metod i technik pomiaru i identyfikacji tychże 
uszkodzeń. Zanim jednak ilościowa i jakościowa analiza oksy­
dacyjnych uszkodzeń DNA stanie się użytecznym klinicznie 
narzędziem prewencji, diagnozy, oceny stopnia zaawansowa­
nia czy progresji choroby, a wreszcie czynnikiem decydującym
0 rodzaju terapii, metody te muszą być w pełni zewaluowane
1 zwalidowane. Koniecznym jest, aby towarzyszyło temu peł­
niejsze zrozumienie roli RFT i uszkodzeń 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-oxo-2'-deoxyguanosine (8-oxo-dG), has become a subject of intense research. Therefore, we are presenting methods of 8-oxo-dG 
detection as a marker of oxidatively damaged DNA.
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Oksydacyjne uszkodzenia mitochondrialnego 
DNA — przyczyna czy skutek zwiększonej 
produkcji reaktywnych form tlenu

STRESZCZENIE

Proces starzenia w edług mitochondrialnej teorii starzenia się organizmów związany 
jest z gromadzeniem uszkodzeń mitochondrialnego DNA (mtDNA), wywołanych bez­

pośrednim  sąsiedztwem łańcucha transportu elektronów, źródła reaktywnych form tlenu. 
W śród najczęściej generowanych uszkodzeń są mutacje punktowe, jako produkt utleniania 
pirym idyn i puryn, zarówno tranzycji jak i transwersji, a także delecje, rzadziej insercje. 
Uszkodzenie mtDNA skutkuje często dysfunkcją komórki głównie z powodu zmniejszenia 
zawartości wewnątrzkomórkowego ATP, którego synteza odbywa się w obecności enzymów 
przezeń kodowanych. Istnieją dowody na to, że mutacje mitochondrialnego DNA pojawia­
ją się podczas nasilonej produkcji reaktywnych form tlenu generowanych wcześniejszymi 
mutacjami. Zwiększona produkcja reaktywnych form tlenu zamyka w ten sposób samona- 
pędzający się cykl: RFT<-> mutacje mtDNA.

WPROWADZENIE

G enerowanie reaktywnych form tlenu towarzyszy produkcji cząsteczek ATP, 
w  trakcie przepływ u elektronów głównie przez dw a z pięciu kom pleksów en­
zym atycznych (kompleks I i III). Kiedy stężenie utleniaczy przekracza potencjał 
antyoksydacyjny komórki dochodzi do zaburzenia rów now agi redukcyjno-ok- 
sydacyjnej (redoks), co staje się przyczyną m odyfikowania głównie składników 
białek, lipidów i kwasów nukleinowych, a w  rezultacie uszkodzenia szeregu 
struktur wewnątrzkom órkowych. Niejednokrotnie, produkty degradacji pow o­
dują w  sposób pośredni lub bezpośredni nekrozę komórek, a w  mniej drastycz­
nych przypadkach indukują apoptozę, starzenie się komórki lub proces nowo- 
tworzenia.

O ile pula wewnątrzkom órkowych białek i lipidów ulega cyklicznej w y­
mianie (są syntetyzowane de novo, a niepotrzebne lub uszkodzone są usuw ane 
poza kom órkę lub podlegają procesowi wewnątrzkom órkowej degradacji), o 
tyle kw asy nukleinowe mogą podlegać jedynie napraw ie dzięki obecności od ­
pow iednich systemów napraw y DNA, których elementy są również kodowane 
przez sekwencję nukleotydów  nici DNA. Dlatego też uszkodzenia DNA geno- 
mowego, biorąc pod uw agę ilość zawartej w  nim  informacji genetycznej, wydają 
się najbardziej niebezpieczne z punktu w idzenia komórki i całego organizmu. 
Jednak jedna z teorii starzenia przypisuje kluczową rolę w  tym  procesie akum u­
lacji uszkodzeń DNA mitochondrialnego. Chociaż mtDNA koduje tylko 13 bia­
łek, to znaczenie mutacji w obrębie genów je kodujących, ze względu na fakt, że 
są to białka wchodzące w skład łańcucha oddechowego, okazało się mieć w pływ  
na metabolizm i funkcjonowanie całej komórki. Defekt łańcucha transportu elek­
tronów  wiąże się nie tylko z obniżeniem zdolności do syntezy ATP, ale także ze 
wzrostem  ilości generowanych reaktywnych form tlenu.

MITOCHONDRIA -  ORGANELLE GENERUJĄCE 
REAKTYWNE FORMY TLENU (RFT)

Funkcję biologiczną mitochondriów komórek eukariotycznych można właści­
wie sprow adzić do dostarczania komórce ATP oraz regulacji procesu apoptozy 
poprzez uw alnianie czynników proapoptotycznych. Fosforylacji oksydacyjnej 
tow arzyszy generowanie reaktywnych form tlenu w czasie transportu elektro­
nów w obrębie łańcucha oddechowego. O d 1 do 2% tlenu wykorzystywanego 
do syntezy ATP jest przekształcane w anionorodnik ponadtlenkow y w wyniku 
jego jednoelektronowej redukcji [1],

UDZIAŁ KOMPLEKSÓW ENZYMATYCZNYCH W 
GENEROWANIU REAKTYWNYCH FORM TLENU

W skład łańcucha oddechowego w chodzą cztery kompleksy enzymatyczne, 
których zadaniem  jest transport elektronów zgodny z gradientem  ich potencja-
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łów redoks. Elektrony przenoszone są z układu o niższym 
do układu o w yższym  potencjale redoks. Donorem  elek­
tronów  i protonów  są zredukow ane nukleotydy (NADH, 
FADH2), a ich akceptorem jest tlen cząsteczkowy, którego 
czteroelektronowa redukcja prow adzi do pow stania czą­
steczki wody. Kompleks I tworzy para oksydoreduktaza 
NADH:ubichinon, kompleks II — oksydoreduktaza bursz- 
tynian:ubichinon, kompleks III — oksydoreduktaza ubichi- 
nokcytochrom c, a w  skład kom pleksu IV w chodzi oksydo­
reduktaza cytochromu c (oksydaza cytochromowa) i tlen. 
Dodatkowo, wyróżniany jest kompleks V, który stanowi 
syntaza ATP, wykorzystująca gradient stężenia protonów  
powstający po przeciwnych stronach wewnętrznej błony 
mitochondrialnej podczas transportu elektronów do grom a­
dzenia energii w  postaci adenozynotrifosforanu.

Produktem  ubocznym fosforylacji oksydacyjnej jest 
anionorodnik ponadtlenkowy, produkt jednoelektronowej 
redukcji tlenu cząsteczkowego, możliwej dzięki wycieko­
wi elektronów, głównie w  trakcie reakcji w  obrębie kom ­
pleksów I i III [2], Ubichinol, pełniący w obrębie kompleksu 
III rolę donora elektronów, przenosi elektrony na tlen czą­
steczkowy obecny po obu stronach wewnętrznej błony mi­
tochondrialnej, natom iast kompleks I uwalnia anionorod­
nik ponadtlenkow y wyłącznie do macierzy m itochondrial­
nej. Udział poszczególnych kom pleksów w generowaniu 
anionorodnika zależy od rodzaju tkanki oraz wydajności 
oddechowej m itochondriów znajdujących się w  jej kom ór­
kach. Podczas szybkiego przepływ u elektronów, przy w y­
sokiej wydajności syntezy ATP, częściowej depolaryzacji 
wewnętrznej błony mitochondrialnej i obniżonej wartości 
stosunku stężeń N A D H /N A D + (np. w  mitochondriach mię­
śnia sercowego), za uwalnianie anionorodnika ponadtlen- 
kowego odpow iada głównie kompleks III, przy czym liczba 
powstającego produktu  jest proporcjonalna do szybkości 
przepływ u elektronów. Kiedy jednak tem po transportu 
elektronów i syntezy ATP jest niskie, a stężenie zredukow a­
nych nukleoty dów wysokie, to anionorodnik jest generow a­
ny głównie przez kompleks I.

Chociaż dehydrogenaza bursztynianow a wchodząca w 
skład kom pleksu II jest flawoproteiną, teoretycznie zdolną 
do jednoelektronowej redukcji tlenu, to dotychczas nie po­
tw ierdzono faktu uwalniania anionorodnika ponadtlenko- 
wego przez kompleks II [3],

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

Badania przeprow adzone w ciągu ostatniej dekady po­
zwoliły na identyfikację dodatkow ego źródła reaktywnych 
form tlenu w macierzy mitochondrialnej. W ykazano, że 
dehydrogenaza a-ketoglutaranow a posiada zdolność do 
katalizowania reakcji, której produktem  jest m.in. nadtle­
nek w odoru [4]. Szybkość generowania nadtlenku w odo­
ru jest w prost proporcjonalna do wartości stosunku stężeń 
N A D H /N A D +, kiedy w środowisku znajdują się wszystkie 
substraty i koenzymy niezbędne do działania enzym u. Po­
nadto, wyniki doświadczeń potwierdzają udział dehydro­
genazy w ham ow aniu aktywności kom pleksu I, co także 
przyczynia się pośrednio do uw alniania reaktyw nych form 
tlenu przez mitochondria [5].
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DALSZE LOSY ANIONORODNIKA 
PONADTLENKOWEGO W KOMÓRCE

Anionorodnik ponadtlenkowy w zależności od rodzaju 
kompleksu, który go generuje w  macierzy mitochondrialnej 
(kompleks I i III) lub w przestrzeni międzybłonowej m ito­
chondriów (kompleks III) jest szybko usuw any przez mi- 
tochondrialną (MnSOD, k = 1,3X109 M ’s 1) lub cytoplazma- 
tyczną (Cu/ZnSOD, k = 2,3X109 M V 1) dysm utazę ponad- 
tlenkową, a jednym  z produktów  tej reakcji jest nadtlenek 
wodoru. Rodnik może również ulegać spontanicznej reakcji 
dysproporcjonowania, jednak stałe szybkości tej reakcji w 
pH  ~ 7,4 są o kilka rzędów niższe (k ~ 105 M V 1) [6]. Jedną 
z możliwości usunięcia nadtlenku w odoru  są reakcje katali­
zowane przez katalazę i w ew nątrzkom órkow e peroksydazy 
(peroksydaza glutationowa, peroksyredoksyny). W obec­
ności jonów metali przejściowych nadtlenek w odoru  ulega 
redukcji, w  wyniku której powstaje rodnik hydroksylowy, 
jeden z najsilniejszych biologicznych utleniaczy (E'0 = 2,31 
V). Stałe szybkości jego reakcji z różnym i cząsteczkami bio­
logicznymi mogą nawet osiągnąć wartość rzędu 10n M 'V 1. 
Wartości standardow ych potencjałów redoks: E'o ( 0 2/ 0 2)= 
-0,33 V, E'o (Oy / H 20 2)= 1,0 V wskazują, że anionorodnik 
ponadtlenkowy może pełnić zarów no rolę utleniacza, jak 
i reduktora, w  zależności od układu i stężenia związków, 
z którymi reaguje. Rodnik utleniać może NADH, ale także 
redukować atom żelaza cytochromu c. Stałe szybkości reak­
cji anionorodnika ponadtlenkowego z poszczególnymi ele­
m entami budulcowym i cząsteczek biologicznych są wyższe 
niż nadtlenku wodoru, chociaż potencjał redoks tego d ru ­
giego charakteryzuje większa wartość (E'0 = 1,32 V). Sto­
sunkowo mała reaktywność nadtlenku w odoru sprawia, 
że może on dyfundować na znaczną odległość od miejsca 
powstania i swobodnie przenikać przez błony biologiczne.

OKSYDACYJNE MODYFIKACJE m tD N A

REAKTYWNE FORMY TLENU A MUTACJE 
MITOCHONDRIALNEGO DNA

Aktywność m itochondriów maleje w raz z wiekiem orga­
nizmu. Wykazano, że aktywność enzym ów  wchodzących w 
skład łańcucha oddechowego zmniejsza się proporcjonalnie 
wraz z w ydłużaniem  czasu życia, czemu tow arzyszy stop­
niowe ograniczanie wydajności syntezy ATP oraz zwięk­
szanie ilości uwalnianego anionorodnika ponadtlenkow ego 
[7]. Potwierdzają to badania, które wykazały, że w ew nątrz­
komórkowy poziom reaktywnych form  tlenu rośnie wraz 
z liczbą podziałów fibroblastów człowieka w  hodow li [8]. 
W zmożoną ich produkcję zaobserwowano w przebiegu 
wielu chorób (choroby sercowo-naczyniowe, miażdżyca 
tętnic, chroniczne stany zapalne), szczególnie tych, w  któ­
rych kluczową rolę odgrywają oksydazy NADPH lub mie- 
loperoksydaza. Reaktywne formy tlenu, podobnie jak reak­
tywne formy chloru i azotu powodują uszkodzenia białek, 
lipidów i kwasów nukleinowych dzięki stosunkowo wyso­
kiej wartości potencjału redoks. Bezpośrednim dow odem  
potwierdzającym cytotoksyczne właściwości tych utlenia­
czy są wyniki badań przeprow adzone na m uszkach owo­
cowych. Wykazały one, że średni czas życia ow adów  jest 
odwrotnie skorelowany z tem pem  generowania w ich tkan­
kach anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku w odoru 
[9], Właściwości genotoksyczne reaktyw nych form tlenu
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przejawiają się głównie poprzez zdolność do indukow ania 
oksydacyjnych modyfikacji zasad azotowych, ale także po­
jedynczych a naw et podwójnych pęknięć heliksu DNA, któ­
re powstają głównie, jako efekt działania rodnika hydrok­
sylowego. Rolę reaktyw nych form tlenu w uszkodzeniach 
mitochondriów potwierdzają badania przeprow adzone na 
zwierzętach z wyciszoną całkowicie lub częściowo ekspre­
sją genu kodującego m itochondrialną dysm utazę ponad- 
tlenkową, która jest pierwszą i jedyną enzymatyczną linią 
obrony m itochondriów  przed działaniem anionorodnika 
ponadtlenkowego. Myszy pozbawione MnSOD charak­
teryzowała wysoka śmiertelność w grupie noworodków, 
kardiom iopatia rozszerzeniowa, dysfunkcja m itochon­
driów oraz zwiększony poziom oksydacyjnych uszkodzeń 
składników m itochondriów. Mysie heterozygoty (SOD2+/ ) 
z częściowym niedoborem  MnSOD (30-60%) wykazywały 
obniżoną aktywność m itochondriów spow odow aną głów­
nie ham ow aniem  kom pleksu I oraz związany z tym  wzrost 
ilości uwalnianego anionorodnika ponadtlenkowego. Ba­
dania in vitro w ykazały bowiem, że reaktywne formy tlenu 
powodując obniżenie aktywności enzymów wchodzących 
w skład kom pleksów enzym atycznych mitochondrialnego 
łańcucha transportu  elektronów takich jak dehydrogenaza 
NADH i dehydrogenaza bursztynianow a przyczyniają się 
do zwiększenia szybkości uw alniania anionorodnika po­
nadtlenkow ego głównie przez kompleks I, którego to klu­
czowym  elem entem  jest pierwszy z wym ienionych enzy­
mów, a którego już częściowe zaham owanie prow adzi do 
wycieku elektronów z tego właśnie kompleksu.

M itochondria, które w większości rodzajów kom órek są 
głównym  źródłem  RFT bywają bezpośrednio narażone na 
oksydacyjne uszkodzenia powstające w w yniku ich własnej 
aktywności fizjologicznej. Fakt, że w raz z wiekiem rośnie 
liczba mutacji m itochondrialnego DNA a także stężenie 
generowanych przez mitochondria reaktywnych form tle­
nu stał się podstaw ą do stworzenia mitochondrialnej teo­
rii starzenia się organizmu. Bezpośrednim dow odem  na 
udział reaktyw nych form tlenu w kum ulow aniu uszkodzeń 
mtDNA jest obecność w jego strukturze pierwszorzędowej 
8-oksoguanozyny, związku — wskaźnika identyfikowa­
nego podczas m onitorowania efektu, jaki pow oduje stres 
oksydacyjny w  komórkach. Ponieważ m itochondrialny 
DNA w ystępuje w bezpośrednim  sąsiedztwie kom plek­
sów łańcucha oddechowego, stężenie powstających reak­
tywnych form tlenu i tym samym uszkodzeń jest znacznie 
większe niż w  DNA jądrowym. Potwierdzają to badania 
przeprow adzone na trzymiesięcznych szczurach, u których 
w m itochondrialnym  DNA oznaczono większe stężenie
8-oksoguanozyny niż w jądrowym. Stężenie to rosło wraz 
z wiekiem szczurów [10], Podobnie u człowieka, zawartość 
oksydacyjnie zm odyfikowanych nukleotydów rośnie wraz 
z wiekiem w mięśniu sercowym i mózgu [11], Ponadto, u 
myszy i szczurów  stw ierdzono zależność pom iędzy w arto­
ścią stosunku stężeń GSSG/GSH a poziomem 8-hydroksy- 
guanozyny [12]. Wartość obu param etrów rosła w raz z w y­
dłużającym się czasem życia zwierząt. Do najczęściej poja­
wiających się uszkodzeń mtDNA należą mutacje punktow e 
powstające głównie w  w yniku oksydacyjnych modyfikacji 
zasad azotowych, ale także niewielkie delecje i duplikacje, 
oraz rzadziej insercje. Za hipotezą o udziale reaktyw nych 
form tlenu w pow staw aniu mutacji mtDNA przemawiają

badania przeprow adzone na szczurach. Dowodzą one, że 
powstanie 8-oksyguanozyny w mtDNA jest spow odow ane 
zwiększonym uwalnianiem  RFT w mitochondriach [13].

MECHANIZMY GENEROWANIA MUTACJI 
mtDNA PRZEZ REAKTYWNE FORMY TLENU

Każde m itochondrium  zaw iera od 1 do 21 cząsteczek 
kolistego DNA o długości 16 569 pz [14] w rażliw ego na 
uszkodzenia  w yw ołane przez RFT z kilku pow odów . 
Jednym  z nich jest brak histonów , które stanow ią fizycz­
ną barierę ochronną dla jądrow ego DNA. Ponadto , w 
p rzypadku  genów  m itochondrialnych niepodzielonych 
intronam i, w których każdy nukleotyd ma swoje istotne 
znaczenie, naw et niew ielka zm iana p ierw szorzędow ej 
struk tu ry  m tD N A  może spow odow ać w ym ierny  efekt 
zmieniając skład jakościowy białek zaangażow anych  w 
procesy transportu  elektronów . Także, n ieustana rep lika­
cja oraz ograniczona napraw a m tD N A  zw iększają ryzyko 
w ystąpienia mutacji [15].

G łów nym  uszkodzeniem  wyw ołanym  atakiem  wolnych 
rodników  na łańcuch DNA jest modyfikacja guanozyny, 
a dokładniej, pow stanie 8-hydroksy-2'-deoksyguanozyny 
(8-oksydG) oraz 8-oksy guaniny (8-oksyGua), których obec­
ność odpow iada za pow staw anie mutacji punktow ych [7], 
Podczas replikacji m itochondrialna polim eraza y w pro ­
w adza naprzeciw  8-oksyGua adeninę lub cytozynę, co w 
konsekwencji prow adzi do transwersji G > T lub C > A po 
dw óch rundach  replikacji [15]. Produkty innego rodzaju 
modyfikacji zasad azotow ych takie jak 2-hydroksyadeni- 
na, glikol tyminy, dihydroksycytozyna, 7-m etyloguanina 
lub hipoksantyna, choć w ystępują rzadziej, to jednak mogą 
mieć w pływ  na struk turę  genom u m itochondrialnego [16]. 
Przykładem  niech będzie glikol tyminy, który blokuje poli- 
m erazy DNA i RNA, powodując zmniejszenie ilości DNA 
w m itochondrium  [17]. W genomie m itochondrialnym  w y­
różnić m ożna miejsca, które są w rażliw sze na mutacje niż 
inne (ang. hot-spots) a mutacje punktow e w ystępują tam 
znacznie częściej niż w innych regionach genom u m ito­
chondrialnego. Jednym  z takich miejsc jest gen kodujący 
tRNA dla leucyny. W yróżniono aż 15 różnych typów  m u­
tacji występujących w tym  rejonie [18]. U dow odniono, że 
powstające mutacje punktow e mogą mieć znaczący wpływ  
na funkcjonowanie i stan energetyczny m itochondrium  w 
zależności od miejsca ich w ystąpienia [19].

Innymi, często występującymi zmianami w mtDNA są 
delecje. M echanizm ich powstawania jest nadal niewyja­
śniony, ale dowiedziono, że powstają częściej w miejscach 
inicjacji replikacji [20]. Zaobserwowano również, że w 
ludzkich fibroblastach eksponowanych na RFT ma miejsce 
kumulacja jednej z najczęstszych delecji o długości 4977 pz 
(mtDNA4977, ang. common deletion) [21]. Fakt wzmożonej 
częstości w ystępowania tej mutacji w komórkach, w któ­
rych poziom 8-oksyGua jest zwiększony [22] przem awia 
za udziałem  RFT w mechanizmie jej powstawania. Duży 
ubytek materiału genetycznego spow odow any delecjami 
ma najczęściej wym ierny wpływ  na funkcjonowanie mito­
chondrium  i wydajność produkcji ATP [23]. Wiele delecji, 
między innymi wyżej wymieniona mtDNA4977, powoduje 
choroby takie jak np. zespół przewlekłej postępującej ze­
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wnętrznej oftalmoplegii lub zespół Kearnsa-Sayre'a. W ystę­
pują one także w zwiększonej liczbie w tkance nerwowej 
osób chorych na choroby Parkinsona i Alzheimera [23].

M ECH ANIZM Y NAPRAW Y m tD N A

Zróżnicowany mechanizm napraw y chroni mtDNA przed 
zm ianą zakodowanej w  sekwenqi nukleotydów informacji i 
jest kluczowy dla zapewnienia prawidłowego funkcjonowa­
nia komórek. Po tym jak stwierdzono, że poddane działaniu 
promieniowania UV mitochondria nie usuwają dimerów 
pirym idynowych [24], długo uważano, że te autonomiczne 
organelle są całkowicie pozbawione mechanizmów napraw y 
uszkodzeń DNA. Jednak późniejsze badania wykazały, że 
mitochondria dysponują aparatem enzymatycznym, które­
go zadaniem  jest ochrona struktury DNA. Większość białek 
zaangażowanych w obronę przed modyfikacjami kwasów 
nukleinowych ulega syntezie w  jądrze komórkowym, skąd 
następnie transportowane są do mitochondrium.

NAPRAWA POPRZEZ WYCINANIE ZASAD

Modyfikacje nuklotydów  wywołane działaniem  reak­
tyw nych form  tlenu, np. 8-oksyGua lub deaminacja cytozy- 
ny do uracylu mogą być napraw iane dzięki m echanizmowi 
wycinania zasad (BER, ang. Base Excision Repair). Proces roz­
poczyna się od rozpoznania przez glikozylazę DNA uszko­
dzonej zasady, po czym następuje hydroliza wiązania N- 
glikozydowego pom iędzy zm odyfikowaną zasadą azotową 
i deoksyrybozą, co skutkuje powstaniem  miejsca AP (apu- 
rynow ego lub apirymidynowego). Następnie łańcuch DNA 
jest nacinany i usuw ana jest reszta fosfosacharydowa, co 
pozostaw ia jednonukleotydow ą przerw ę opatrzoną z jednej 
strony końcem  5'-fosfo a z drugiej 3 '-OH. Ich obecność jest 
niezbędna do resyntezy DNA. Katalizujące ten etap gliko- 
zylazy DNA posiadają również aktywność liaz. Potw ier­
dzono także udział swoistych endonukleaz AP. Powstające 
miejsce AP jest następnie uzupełniane kom plem entarnym  
nukleotydem  w obecności polimerazy DNA y, który jest łą­
czony z łańcuchem przy udziale ligazy DNA.

Jedną z najw ażniejszych glikozylaz w ystępujących 
w m itochondriach ssaków jest glikozylaza 8-oksyG ua 
(O G G l) rozpoznająca i usuw ająca tą najczęściej spo ty ­
kaną modyfikację pow stającą w w yniku działan ia  RFT
[25]. W kom órkach m ożna w yróżnić dw ie izoform y enzy ­
m u — aO G G l w ystępujący w jądrze kom órkow ym  oraz 
(30GG1, w  m acierzy m itochondrialnej [26]. Wiele badań  
pokazało, że kom órki pozbaw ione genu kodującego gli­
kozylazę O G G l charakteryzow ał w zm ożony stopień 
uszkodzen ia  DNA, m.in. w  efekcie delecji powstającej 
po ekspozycji na stres oksydacyjny [27,28]. W art p o d k re ­
ślenia jest rów nież fakt, że szybkość napraw y 8-oksyG ua 
w  genom ie m itochondrialnym  jest 2 razy w iększa od tej, 
k tóra zachodzi w  jądrze kom órkow ym  [29]. U w aża się, 
że brak w  m tD N A  przeszkody, k tórą w DNA jądrow ym  
stanow ią histony i / lu b  różnice we w łaściw ościach katali­
tycznych izoform  pO G G l i aO G G l wyjaśnić m ogą obser­
w ow ane różnice.

N astępną ważną glikozydazą, która usuw a produkty  mo­
dyfikacji typu 2-hydroksyadenina lub adeninę błędnie spa­

row aną z 8-oksyGua jest enzym  kodow any u ssaków przez 
gen M YH  [30], W literaturze opisano kilka w ariantów  biał­
ka MYH powstających jako efekt alternatywnego składania 
genu [31], przy czym w  macierzy mitochondrialnej w ystę­
puje tylko jeden z nich o masie 57 kDa [32], którego zaw ar­
tość jest proporcjonalna do stężenia RFT w komórce [33]. 
U waża się, że wspólnie z glikozylazą 8-oksoGua (OGGl) 
stanowią one linię obrony przed utrw aleniem  powstających 
transwersji G:C do T:A [34]. Oprócz wym ienionych gliko­
zylaz w m itochondriach ssaków występują jeszcze dw a 
inne ich typy: NTH1 oraz AAG, które są zaangażow ane w 
procesy napraw y oksydacyjnie uszkodzonych zasad, w  tym 
glikolu tyminy, dihydroksycytozyny, 7-metyloguaniny lub 
hipoksantyny [35,36].

Jednym  z ważniejszych enzym ów, które odgrywają klu­
czową rolę w  napraw ie BER oraz w sam ym  funkcjonowaniu 
m itochondriów jest polim eraza DNA y kodow ana przez ją­
drow y gen MIP1 [37], U myszy, u  których w ystępuje m uta ­
cja w  genie MIP1 powodująca utratę funkcji egzonukleazy 
przez Pol y wykazano większy niż w  grupie odniesienia 
stopień delecji oraz mutacji punktow ych w  m tD N A  [38]. 
Polimeraza y jest głównym  aktyw nym  białkiem w  macie­
rzy mitochondrialnej atakowanej przez RFT w czasie eks­
ponow ania ludzkich fibroblastów na działanie H 20 2 [39]. 
Efektem oksydacyjnego uszkodzenia Pol y jest zmniejsze­
nie aktywności katalitycznej, a tym  sam ym  wydajności [39], 
Skutkiem jest mniej dokładna replikacja i napraw a DNA, co 
w  konsekwencji może prow adzić do dezintegracji całego 
genom u m itochondrialnego [40].

REKOMBINACYJNA NAPRAWA DNA

Podwójne pęknięcia m tDNA niebezpieczne dla organel- 
lum m uszą być jak najszybciej i możliwie najefektywniej 
napraw ione bez modyfikacji pierwotnej struktury pierw- 
szorzędowej DNA. Obecność w  macierzy mitochondrialnej 
drożdży białek takich jak Rad50, M re ll i Ccel, biorących 
udział w  procesie homologicznej rekombinacji podwójnych 
pęknięć, wskazuje na to, że m itochondria posiadają zdol- j  

ność napraw y podwójnych pęknięć [41]. Istnieją doniesie­
nia potwierdzające tę zdolność [42], niemniej znaleźć można 
także takie prace, które jednoznacznie zaprzeczają istnieniu 
w mitochondriach takiego system u napraw y [43]. N iektó­
rzy autorzy tw ierdzą, że wyżej wymienione enzym y nie są 
zaangażowane w  procesy napraw y, lecz umożliwiają zaj­
ście procesu replikacji [17].

ELIMINACJA ZMODYFIKOWANYCH 
WOLNYCH NUKLEOTYDÓW

Aby uniknąć w budow ania oksydacyjnie zm odyfiko­
w anych, wolnych nukleotydów  do now o syntezow anego 
łańcucha DNA, swoiste fosfatazy DNA usuw ają je z  m ito ­
chondriów . Jedną z takich fosfataz jest białko MTH1, w y ­
stępujące w macierzy mitochondrialnej, katalizujące hy- j 

drolizę 8-oksy-dGTP do 8-oksy-dGMP, zapobiegając w łą ­
czeniu zm ienionego nukleotydu do DNA [44]. W ykazano, 
że synteza m itochondrialnego białka MTH1 jest regu low a­
na stężeniem  reaktyw nych form  tlenu w  tych organellach 
[45], Innym  w ażnym  enzym em  usuw ającym  dUTP z m a­
cierzy mitochondrialnej jest dUTPaza, której biosynteza 
jest regulow ana i zależy od fazy cyklu kom órkow ego [17].
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Rycina 1. Schemat obrazujący zależność pom iędzy funkcjonow aniem  m itochondriów  a uw alnia ­
n iem  reaktyw nych form tlenu

nie uszkodzonych i fizjologicznych wersji geno­
m u w tym samym organellum, co efektywnie 
zwiększa tolerancję na zmiany w DNA. Wy­
wołanie znaczących zm ian w  funkcjonowaniu 
m itochondrium  jest możliwe dopiero po prze­
kroczeniu pewnej krytycznej liczby powstałych 
uszkodzeń [47], Niektórzy autorzy sugerują, że 
mitochondria dysponują mechanizm em  selek­
tywnej degradacji uszkodzonych kopii genom u 
dzięki w iązaniu swoistych białek TFAM (ang. 
transcription factor A), które także biorą udział w 
regulow aniu replikacji [48].

Rolę w  zaburzaniu funkcjonowania mito­
chondriów i całych komórek przypisuje się 
głównie delecjom, ujmując tym  sam ym  znacze­
nia mutacjom punktow ym  [49]. Udowodniono, 
że pojawieniu się zarów no jednych, jak i d ru ­
gich modyfikacji w  m itochondrialnym  DNA 
towarzyszy niejednokrotnie stres oksydacyjny. 
Potwierdzają to badania przeprow adzone na 
nicieniach z mutacją w obrębie genu kodujące­
go cytochrom b [50], Organizm y te charaktery­
zował zwiększony poziom  reaktywnych form 
tlenu w ew nątrz komórek, co z kolei pociągało 
za sobą dalszy w zrost uszkodzeń DNA w mito- 
chondriach prow adząc ostatecznie do skrócenia 
długości życia badanych organizmów. N ato­
miast w  kardiomiocytach szczurów oksydacyj­
na modyfikacja DNA m itochondrialnego pow o­
dowała zwiększoną produkcję anionorodnika 
ponadtlenkow ego przez kompleks I łańcucha 
oddechowego, co prow adziło do apoptozy ko­
mórek [51].

W ymienione wyżej procesy i szlaki napraw y DNA mi­
tochondrialnego pokazują, że te autonomiczne organella 
nie są całkowicie bezbronne wobec oksydacyjnych mo­
dyfikacji DNA. Jednak brak niektórych szlaków napraw y 
obecnych w jądrze komórki, np. napraw y przez wycinanie 
nukleotydów  (NER ang. nucleotide excision repair) sugeruje 
ograniczone zdolności naprawcze mtDNA. Potwierdzają 
to wyniki badań, w których generowane modyfikacje DNA 
były bardziej rozległe oraz utrzym ywały się dłużej w mi­
tochondrialnym  niż jądrow ym  DNA [46]. Brak w spom nia­
nego wyżej szlaku uniemożliwia między innymi napraw ę 
dim erów tyminowych, które wstrzymują proces replikacji i 
transkrypcji DNA [17].

WPŁYW POWSTAŁYCH MUTACJI mtDNA NA 
STAN ENERGETYCZNY MITOCHONDRIUM

mtDNA człowieka koduje 13 polipeptydów  zaangażo­
wanych w  fosforylację oksydacyjną, 2 cząsteczki rRNA (12S 
i 16S) oraz 22 cząsteczki tRNA, które są niezbędne do synte­
zy białek [47], Mimo że cały genom mitochondrialny koduje 
informacje tylko dla 13 białek, to jednak funkcja pełniona 
przez każde z nich jest na tyle istotna, że naw et najmniej­
sza zmiana struktury pierwszorzędowej może spow odo­
wać zaburzenie rów now agi energetycznej mitochondrium . 
Ponieważ kompletny genom m itochondrialny występuje 
w licznych kopiach, to możliwe jest wspólne występowa-

Badanie fibroblastów człowieka wykazało, 
że oksydacyjne uszkodzenia m tDNA są przyczyną obniżo­
nej zawartości cząsteczek mRNA wszystkich kodow anych 
przez genom m itochondrialny białek. Mniejszy stopień 
ekspresji p row adzi w  konsekwencji do ograniczenia p ro ­
dukcji ATP, obniżenia potencjału błonowego oraz zw ięk­
szenia produkcji RFT w m itochondriach [52]. W arto rów ­
nież podkreślić fakt, że niedobór lub ham ow anie ak tyw ­
ności któregokolw iek z białek łańcucha oddechow ego zna­
cząco zwiększa wyciek elektronów. U osób z niedoborem  
oksydazy cytochrom u c zaobserw ow ano w zrost poziom u 
enzym ów  wchodzących w skład bariery antyoksydacyjnej 
kom órek i uznano ten fakt za pośredni dow ód zw iększo­
nej produkcji reaktyw nych form tlenu [53]. Dokładnie taki 
sam efekt, będący wynikiem  niedoboru kom pleksu I w 
w ew nętrznej błonie m itochondrialnej, pow oduje punk to ­
wa mutacja w  genie N D6 (T14487C) kodującym  dehydro ­
genazę NADH [54], Mutacja w obrębie genu kodującego 
podjednostkę dehydrogenazy bursztynianow ej (białko 
ulegające syntezie w  jądrze kom órkowym ) w fibroblastach 
człowieka pow oduje 3-krotny w zrost stężenia reak tyw ­
nych form  tlenu. Z identyfikow ana w wielu chorobach o 
podłożu m itochondrialnym  delecja m tDNA4977 zakłóca 
funkcjonowanie aż trzech kom pleksów  enzymatycznych: I, 
IV i V, wywołując dysfunkcję m itochondriów , pociągającą 
za sobą obniżenie potencjału m itochondrialnego, indukcję 
apoptozy oraz zwiększenie w ew nątrzkom órkow ej puli re ­
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aktyw nych form tlenu [55], N aw et częściowe zaham ow a­
nie aktywności enzym ów  biorących udział w  fosforylacji 
oksydacyjnej, której podłożem  są często mutacje mtDNA, 
może być przyczyną zwiększonej produkcji reaktyw nych 
form  tlenu. W ykazano, że do wycieku elektronów  z kom ­
pleksu III i IV niezbędne jest jego zaham ow anie aż w  70%, 
podczas gdy w zrost ilości uw alnianego anionorodnika po ­
nadtlenkow ego rozpoczyna się już przy 25% ham ow aniu  
kom pleksu I [5].

Mutacje w  genach kodujących tRNA mogą również przy­
czyniać się do zaburzeń homeostazy redoks. Za przykład 
niech posłuży tranzycja A3243G w genie tRNALeu(UUR), 
powodująca zaburzenie funkcjonowania mitochondriów. 
W ykazano bowiem, że jej obecność jest związana z obni­
żeniem aktywności kom pleksu I i IV, a co za tym  idzie ze 
w zrostem  wewnątrzkom órkowego stężenia reaktywnych 
form tlenu [56].

Dodatkowych argum entów, przemawiających za rolą 
uszkodzeń DNA mitochondrialnego w generowaniu więk­
szej ilości anionorodnika ponadtlenkowego dostarczyły 
prace opisujące udział mutacji mtDNA w regulow aniu we- 
wnątrzm itochondrialnej równowagi NAD+/N A D H . Obni­
żenie wartości stosunku stężeń NAD+/N A D H  prow adzi do 
w zrostu aktywności dehydrogenazy a-ketoglutaranowej, a 
co za tym  idzie do w zrostu stężenia reaktywnych form tle­
nu w  macierzy mitochondrialnej [57].

Jednak nie wszystkie spośród modyfikacji m tDNA pro­
w adzą bezpośrednio do w zrostu produkcji RFT. Jeden z 
takich przypadków  pokazały badania przeprow adzone 
na myszach, u których uszkodzony został gen polimerazy 
DNA, tak, że zaburzona została aktywność enzym u od­
powiedzialna za korekcję błędów. W ynikiem ingerencji w 
strukturę genu polimerazy było zwiększenie liczby m uta­
cji, przyśpieszone starzenie, indukcja apoptozy oraz zabu­
rzenia w funkcjonowaniu łańcucha oddechowego, jednak 
m itochondria nie wytwarzały większych ilości reaktyw ­
nych form tlenu [58]. Niemniej, w arto podkreślić fakt, że 
konsumpcja tlenu przez badane m itochondria była o 95% 
mniejsza niż w  przypadku organelli stanowiących grupę 
odniesienia, co sugeruje, że powstające uszkodzenia mogły 
doprow adzić do całkowitej utraty aktywności m itochon­
driów

PO D SUM O W AN IE

Znaczenie m itochondriów  jako źródła  ATP w m etabo­
lizm ie aerobow ym  było przedm io tem  badań  przez ponad  
pół w ieku. Jednak udział tych organelli w  chorobach i 
starzeniu  organizm ów  zaczęto badać nie wcześniej niż 15 
lat tem u. D otychczasow e doniesienia po tw ierdzają udział 
m itochondriów  nie tylko w procesie dostarczania energii 
komórce, ale także dow odzą, że organella te są najw ięk­
szym  źródłem  reaktyw nych form  tlenu na terenie kom ór­
ki i jednocześnie jednym  z głów nych obiektów  ataku p ro ­
dukow anych  oksydantów . W fizjologicznych w arunkach  
poziom  utleniaczy generow anych przez m itochondria 
jest na tyle mały, że enzym atyczna i n ieenzym atyczna 
linia obrony m oże efektyw nie chronić przed  uszkodze ­
niem  stru k tu r w ew nątrz  m itochondriów . Jednak, gdy ta

rów now aga zostanie z jakiegoś pow odu  zachw iana, do ­
chodzi do uszkodzenia elem entów  sk ładow ych białek, 
lip idów  oraz zaburzenia in tegralności genom u, co m oże 
pow odow ać dysfunkcję najw ażniejszego procesu, jaki 
p rzeprow adza m itochondrium , tj. fosforylacji oksyda­
cyjnej. W ielu autorów  tw ierdzi, że takie zm iany  są n a tu ­
ralną konsekwencją procesu starzenia się kom órek  [59]. 
Z aobserw ow ano również, że w ym ienione zm iany  w ystę ­
pują wcześniej w  kom órkach o podw yższonym  zapo trze ­
bow aniu  na energię, w tym  w  kom órkach nerw ow ych  i 
m ięśniow ych [47]. Jedną z g łów nych p rzyczyn  p ow sta ­
jących zaburzeń są zm iany s tru k tu ry  p ierw szorzędow ej 
m tD N A  generujące zm iany w  kodow anych  p rzezeń  biał­
kach. Jak w spom niano wyżej, m itochondria  p rodukujące 
duże ilości ATP, co za tym  idzie  zużyw ające więcej tlenu 
i intensyw niej zam ieniające go w RFT w cześniej w ykazu ­
ją objawy starzenia. P raw dopodobną p rzyczyną tego są 
liczne uszkodzenia nie tylko m tD N A , ale rów n ież  białek, 
chociażby polim erazy DNA y, k tóra ma znaczący w pływ  
na wierność procesu replikacji oraz w ydajność procesów  
napraw czych. Kumulacja uszkodzeń , a co za tym  idzie 
m niejsza wydajność fosforylacji oksydacyjnej, p row adzi 
do zachw iania rów now agi m etabolicznej m itochondriów . 
U dow odniono, że m itochondria  organizm ów  starszych 
odznaczają się średnio w iększą liczbą kopii genom u, w o ­
bec obniżonej zaw artości m tRN A  [60]. M ożliw e, że m ito ­
chondria rekom pensują w ten  sposób u trw alone  zm iany 
pierw szorzędow ej s truk tu ry  DNA poprzez zw iększenie 
liczby kopii. N iemniej jednak, więcej kopii genom u w y ­
m aga bardzo spraw nego ap ara tu  napraw czego, k tóry  jak 
wyżej w spom niano, niekoniecznie jest w  pełn i w ydajny. 
W ydaje się, że taki może być m echanizm  pow staw ania  
tak zw anego „błędnego koła" (ang. vicious cycle), cyklu 
generow ania RFT połączonego z pow staw aniem  mutacji 
mtDNA, który sam się napędza: mutacje D NA <-+ RFT. 
Aczkolwiek, w obliczu now ych doniesień  m itochon- 
drialna teoria starzenia się organizm ów  i ro la „błędnego 
koła" wydają się nie być w ystarczające [61]. D ow iedzio ­
no bowiem , że ani w zbogacanie diety w  an tyoksydan ty , 
ani zw iększenie poziom u w ew nątrzkom órkow ych  anty- 
oksydantów , a tym  sam ym  obniżenie poziom u RFT po ­
przez m anipulacje genetyczne nie w pływ a na długość 
życia ssaków. Podobnie, nadprodukcja  enzym ów  w cho­
dzących w skład bariery antyoksydacyjnej kom órek nie 
była w  stanie w ydłużyć czasu życia organizm ów  transge- 
nicznych. Z kolei m yszy transgeniczne SOD2+/' pom im o 
zw iększonego poziom u RFT w ew nątrz  kom órek nie cha­
rakteryzow ały  się skróconym  czasem życia.

Nie ulega jednak  w ątpliw ości, że na poziom ie kom ór­
kow ym  zw iększona produkcja reak tyw nych form  tlenu 
p row adzi do grom adzenia  się uszkodzeń w DN A  mito- 
chondrialnym  i odw rotn ie , obecność licznych m utacji 
w m tDNA jest zw iązane ze zw iększonym  uw aln ian iem  
anionorodnika ponadtlenkow ego. Niemniej, p ierw szym  
w ydarzeniem  inicjującym ciąg katastrofalnych w  sk u t­
kach zdarzeń, w ydaje się być zw iększona produkcja  RFT 
w kom órkach, które mają zw iększone zapotrzebow anie  
na ATP. W yw ołane przez RFT uszkodzenia DNA w iodą 
następnie do kolejnych modyfikacji kw asów  nuk le ino ­
wych, białek i lipidów , inicjując w skrajnych p rz y p a d ­
kach apoptozę zależną od m itochondriów .
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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 a vicious cycle: ROS <-> mutations of mtDNA
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Rola czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w 
odpowiedzi komórkowej na stres oksydacyjny

STRESZCZENIE

Czynnik transkrypcyjny Nrf2 pełni kluczowe funkcje w ochronie komórek przed szko­
dliwymi skutkami stresu oksydacyjnego. W normalnych warunkach Nrf2 występuje w 

cytoplazmie w formie związanej z białkiem cytoszkieletu Keapl. Sytuacja zmienia się w 
warunkach stresowych, gdy elektrofile i/lub reaktywne formy tlenu (RFT) powodują oddy- 
socjowanie Nrf2 z nieaktywnego kompleksu z Keapl, czego konsekwencją jest transloka- 
cja NRF do jądra i indukcja ekspresji wielu genów cytoprotekcyjnych zaangażowanych w 
rozkład RFT, deaktywację elektrofilowych metabolitów, detoksykację ksenobiotyków oraz 
stabilizację potencjału oksydoredukcyjnego komórki. Pośród ksenobiotyków wiele jest 
czynników mutagennych i kancerogennych. Ich inaktywacja i usunięcie z organizmu jest 
zadaniem enzymów I i II fazy. Wykazano, że selektywna indukcja enzymów II fazy jest sku­
teczną metodą ochrony komórki przed reaktywnymi metabolitami kancerogenów oraz RFT. 
Nrf2 indukując ekspresję genów enzymów II fazy stanowi więc potencjalny cel oddziaływa­
nia czynników chemoprewencyjnych w profilaktyce nowotworów. Podobnie w przypadku 
chorób neurodegeneracyjnych, których patogeneza jest związana ze stresem oksydacyjnym, 
Nrf2 jest istotny dla ustalenia nowych strategii zapobiegawczych i terapeutycznych.

W PROW ADZENIE

W organizm ie reak tyw ne form y tlenu (RFT) m ogą pow staw ać w w yn i­
ku działania zew nętrznych  czynników  fizycznych, takich jak p rom ienio ­
w anie nadfioletow e, prom ieniow anie jonizujące i ultradźw ięki, na roztw o ­
ry w odne. Istotniejsze, w ew nątrzkom órkow e źródła RFT, obejmują przede 
w szystkim  procesy jednoelektronow ego utlen ian ia  zredukow anych  form  
w ielu zw iązków  przez tlen cząsteczkow y oraz szereg reakcji enzym atycz­
nych [1], Jednoelektronow em u u tlenieniu  m ogą ulegać substancje obce dla 
organizm u zw ane ksenobiotykam i, w następstw ie  czego m ogą pow staw ać 
reaktyw ne m etabolity, elektrofile. K senobiotykam i są n iektóre składniki po ­
żyw ienia, leki, środki p rodukow ane przez przem ysł, jak kosm etyki, środki 
niszczące szkodniki (pestycydy), konserw anty  żywności, m ykotoksyny i 
inne. M echanizm  toksyczności w ielu z tych zw iązków  polega na w y tw arza ­
niu reaktyw nych form  tlenu. N ajw ażniejszym  źródłem  endogennych RFT są 
m itochondria. Poniew aż przepływ  elektronów  w łańcuchu oddechow ym  nie 
jest całkowicie „szczelny", pew na część elektronów  m oże redukow ać tlen w 
procesie jednoelektronow ym , w następstw ie czego pow staje an ionorodnik  
ponadtlenkow y. RFT uszkadzają w szystkie g łów ne klasy składników  kom ó­
rek: zw iązki niskocząsteczkow e, kw asy nukleinow e, białka i lipidy. W śród 
efektów działania RFT na kom órki i ich składniki należy w ym ienić uszko ­
dzenia chrom osom ów , zasad DNA, pow staw anie  mutacji, peroksydację li­
p idów  błon, zaburzenie w ew nątrzkom órkow ej hom eostazy Ca2+, zaburzenia 
s truk tu ry  cytoszkieletu, inaktywację enzym ów  i transform ację now otw oro ­
w ą kom órek. Bazalne stężenie RFT i szybkość ich reakcji prow adzących  do 
rozm aitych zaburzeń  w komórce, zależą od poziom u rów now agi pom iędzy 
szybkością w ytw arzan ia  RFT a stężeniam i an tyoksydan tów  i aktyw nościam i 
enzym ów  ochronnych. Z aburzenie takiej hom eostazy na korzyść wzm ożonej 
szybkości pow staw ania  RFT (np. w skutek  w prow adzen ia  ksenobiotyków ) 
lub też zaham ow ania  działania czynników  chroniących organizm  przed  RFT 
nazyw a się stresem  oksydacyjnym  [1], Obecnie uw aża się, że stres oksyda­
cyjny w ystępuje w  przebiegu lub leży u podłoża w ielu chorób. Zw iększanie 
obrony przed  RFT jest przedm iotem  licznych dośw iadczeń  i otw iera m ożli­
wości opracow ania now ych strategii terapeutycznych.

Badania ostatnich lat wykazały, że czynnik transkrypcyjny Nrf2 (ang. nucle- 
ar erythroid 2-related factor) pełni kluczowe funkcje w ochronie komórek przed 
szkodliwymi skutkam i stresu oksydacyjnego i chemicznego. I tak, w odpow ie­
dzi na działanie oksydantów  lub elektrofilów Nrf2 jest aktyw ow any i reguluje 
ekspresję wielu genów cytoprotekcyjnych, enzym ów  II fazy i enzym ów antyok- 
sydacyjnych.
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'DCS ETGE, v_____________ , CMC-bZP

represja aktywacja wiązanie DNA
aktywności dimery zaeja

Rycina 1. Struktura  białka Nrf2.

STRUKTURA BIAŁKA NRF2

Czynnik transkrypcyjny Nrf2 zaliczany jest do rodziny 
białek 'C ap  'n ' collar' (CNC) zawierających w swej struk ­
turze m otyw  zam ka leucynowego (bZip), umożliwiający 
w iązanie się z jądrow ym  DNA. Członkam i tej rodziny są 
także p45 NF-E2, N rfl i Nrf3 [2,3]. W budow ie Nrf2 w y­
różnia się 6 funkcjonalnych dom en N eh [ang. Nrf2-ECH 
(erythroid cell-derived protein with CNC homology) homology], 
których sekwencja jest zachow ana w ewolucji w  różnych 
gatunkach. Dom ena Neh2 jest dom eną N-końcową w ią­
żącą dim er białka K eapl. Dla tego oddziaływ ania kluczo­
we są dw ie sekwencje reszt am inokw asow ych w obrębie 
Neh2, m otyw  ETGE oraz DLG. Neh4 i Neh5 to następne 
w  kolejności regiony kw aśne zdolne do oddziaływ ania z 
białkiem wiążącym  CREB, CBP (ang. CREB -  cAMP re­
sponse element binding protein) wzm agające aktywność 
transkrypcyjną Nrf2. N eh6 jest dom eną bogatą w reszty 
seryny, która razem  z Neh2 odgryw a rów nież rolę w  de­
gradacji Nrf2. Kluczowa dom ena N eh l obejmuje m otyw 
CNC-bZip, umożliwiając w iązanie DNA i dimeryzację z 
małym i białkam i Maf. Za dom eną N eh l znajduje się C- 
końcowa dom ena Neh3 (Rye. 1) [4-7],

REGULACJA AKTYW NOŚCI NRF2

ODDZIAŁYWANIE NRF2 Z KEAP1

W norm alnych, niestresow ych w arunkach Nrf2 w ystę­
puje w cytoplazm ie w formie związanej z białkiem cytosz- 
kieletu K eapl (ang. Kelch-like ECH associating protein 1). Do 
oddziaływ ania pom iędzy tym i białkami dochodzi na po­
ziomie dom eny Neh2 w obrębie Nrf2 oraz dom eny DGR 
(ang. double glycine repeat; Kelch domain) w  K eapl wiążącej 
ponadto  białko cytoszkieletu, aktynę. Dimer K eapl p rzy ­
łącza się do cząsteczki Nrf2 poprzez m otyw  o wysokim  
pow inow actw ie w iązania, ETGE, oraz m otyw  o niskim  po­
w inowactwie, DLG. W ykazano, że mutacje w  ETGE znacz­
nie osłabiają wiązanie K eapl rów nież przez sekwencję 
DLG, sugerując, że ETGE pełni kluczową, nadrzędną rolę

dimeryzacja reaktywność na 
stres oksydacyjny 

i elektrofilowy

Rycina 2. Struktura  białka K eapl.
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w w iązaniu K eapl [7], Oprócz dom eny DGR w  strukturze 
K eapl wym ienia się także: region N-końcowy, dom enę 
BTB (ang. broad complex Tramtrack-Brick-a-brack) zaangażo­
w aną w tworzenie dim erów , region interw encyjny (IVR, 
ang. intervening region), k tórego dw ie reszty cysternowe są 
kluczowe dla represyjnej aktyw ności K eapl, oraz region 
C-końcowy (Ryc. 2) [4,8].

W następstwie wiązania przez K eapl, Nrf2 jest degrado­
w any poprzez układ ubikwityna-proteasom . Do ubikwity- 
lacji białka doprow adza sekwencyjne działanie trzech enzy­
mów: enzymu (El) aktywującego ubikwitynę (Ub), enzym u 
koniugującego i przenoszącego zaktyw ow aną ubikwitynę 
(E2) oraz ligazy ubikwitylowej (E3), która bierze udział w 
rozpoznaw aniu substratu mającego ulec degradacji i dołą­
czeniu do niego ubikwityny. Cząsteczka ubikw ityny jest 
ostatecznie przenoszona z E2, bezpośrednio lub najczęściej 
przy udziale ligaz ubikwitylowych E3, na substrat. Przy­
łączony łańcuch co najmniej 4 reszty ubikwityny, jest roz­
poznaw any przez kompleks proteasom u, w  efekcie czego 
białko ulega degradacji [9],

Z arów no dom ena BTB jak i region IVR białka K eapl są 
kluczow e dla degradacji Nrf2, przyczyniając się do rek ru ­
tacji czynników  kom pleksu ligazy E3 (kulliny 3, Rbxl). 
Badania in vivo pokazały, że kullina 3, będąca podjed- 
nostką tego kom pleksu, w iąże się bezpośrednio  z K eapl 
w regionie IVR. Ponadto, dw um iejscow e w iązanie  K eapl 
z Nrf2 (przez sekwencje ETGE i DLG) um ożliw ia  ekspo ­
zycję miejsc przyłączania resz t ubikw ityny. W ten spo ­
sób K eapl pełniąc funkcje b iałka adapto row ego  prom uje 
ubikwitylację i proteasom alną degradację Nrf2, którego 
okres półtrw ania w kom órkach nie jest d łuższy  niż 20 m i­
nu t [7,10-12].

W iązanie aktyny przez dom enę DGR białka K eapl i d i­
meryzacja przez jego dom enę BTB przyczyniają się także 
do zatrzym yw ania Nrf2 w cytoplazm ie [13,14], Przy w y­
korzystaniu białka fuzyjnego powstałego poprzez połą­
czenie zielonego białka fluorescencyjnego (GFP, ang. green 
fluorescent protein) z dom eną Neh2 białka Nrf2 w ykazano 
bowiem, że uszkodzenie szkieletu aktynow ego przy uży ­
ciu cytochalazyny B prom uje translokację Nrf2 do jądra 
[13]. P rzeprow adzono także doświadczenia, w  których 
mutacja, zachowanej w ewolucji, reszty seryny (S104A) w 
dom enie BTB uniem ożliw iała dimeryzację K eapl i znosiła 
zdolność K eapl do w iązania Nrf2 w cytoplazm ie, rów nież 
prow adząc do jego translokacji do jądra i umożliw iając ak­
tywację transkrypcji genów docelowych [14],

Badania ostatnich lat z zastosowaniem m odelu myszy z 
niedoborem Keapl potwierdziły, że białko K eapl hamuje 
aktywność Nrf2 [15,16]. Pod nieobecność K eapl, Nrf2 jest 
konstytutywnie akum ulow any w jądrze, co wskazuje, że 
K eapl negatywnie reguluje Nrf2 przez zwiększanie jego 
degradacji oraz w pływ  na lokalizację kom órkową [15]. Po­
nadto, przy użyciu myszy z niedoborem Nrf2 wykazano, że 
represja aktywności Nrf2 jest głównym efektem działania 
K eapl [15].

Sytuacja zm ienia się w stresie oksydacyjnym, gdy re­
gulacja ścieżki Nrf2-K eapl jest kluczowa dla włączenia
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Rycina 3. Regulacja aktyw ności czynnika Nrf2. W norm alnych, niestresowych w arunkach Nrf2 
występuje w  cytoplazm ie w  formie związanej z białkiem cytoszkieletu K eapl. K eapl bierze udział 
w rekrutacji czynników  kom pleksu ligazy E3 (kulliny 3, Rbxl). Kullina 3 w iąże się bezpośrednio 
z K eapl w jego regionie IVR. W iązanie K eapl z Nrf2 um ożliw ia ponad to  ekspozycję miejsc p rzy ­
łączania reszt ubikw ityny (Ub). Łańcuch co najmniej 4 reszt ubikw ityny przyłączony do Nrf2, 
rozpoznaw any jest przez kom pleks proteasom u 26S, w efekcie czego białko ulega degradacji. W 
ten sposób K eap l pełniąc funkcje białka adaptorow ego prom uje ubikwitylację i proteasom alną 
degradację Nrf2. Sytuacja zm ienia się w w arunkach stresu oksydacyjnego. W ówczas elektrofile i /  
lub RFT pow odują  zerw anie w iązania pom iędzy Nrf2 i K eapl. U podłoża dysocjacji kom pleksu 
Nrf2-Keapl m ogą leżeć zarów no zm iany konformacyjne białka K eap l jak i fosforylacja białka Nrf2 
przez kinazy takie jak MAPK, PKC, P13K, PERK. Konsekwencją rozpadu  n ieaktyw nego kom plek­
su jest uw alnianie Nrf2 z cytoplazm atycznej represji Keapl i ochrona przed proteasom alną degra ­
dacją. W efekcie Nrf2 jest akum ulow any w jądrze kom órkow ym  i aktyw uje transkrypcję wielu ge­
nów cytoprotekcyjnych, w następstw ie dimeryzacji z białkami M af i rozpoznania  sekwencji ARE. 
Dodatkowo, oddziaływ anie  z białkiem  CBP w zm aga aktywność transkrypcyjną Nrf2.

m echanizm ów  obronnych komórki. W takich w arunkach 
elektrofile i / lu b  reaktyw ne formy tlenu pow odują zerw a­
nie w iązania pom iędzy Nrf2 i K eapl, czego konsekwencją 
jest uw alnianie Nrf2 z cytoplazm atycznej represji K eapl i 
ochrona przed  degradacją proteasom alną [17]. W efekcie 
Nrf2 jest akum ulow any w  jądrze kom órkow ym  i ak tyw u­
je transkrypcję w ielu genów cytoprotekcyjnych (Ryc. 3). 
U podłoża dysocjacji kom pleksu Nrf2-Keapl m ogą leżeć 
zarów no zm iany konformacyjne białka K eapl, jak i fos­
forylacja białka Nrf2. W pierw szym  przypadku kluczowe 
znaczenie przypisyw ane jest resztom  cysteiny w stru k tu ­
rze K eapl, których reaktyw ność jest m odulow ana przez 
w iązanie cynku [18]. Spośród 624 reszt am inokw asow ych 
budujących to białko, 25 stanow ią reszty cysteiny i są one 
zachow ane w ewolucji u ludzi, szczurów i myszy. Cztery 
najbardziej reaktyw ne reszty są zlokalizowane w regionie 
IVR [4]. W ykazano, że w prow adzenie zm ian konform a- 
cyjnych białka K eapl lub samej dom eny DGR, w w yniku 
modyfikacji (utleniania) grup  holow ych (-SH) reszt cyste­
iny przez induktor, m oże prow adzić do oddysocjow ania 
Nrf2 i jego translokacji do jądra kom órkowego, w którym  
pełni funkcje czynnika transkrypcyjnego [4,19], W ostat­
nich latach zidentyfikow ano wiele związków naturalnych 
i syntetycznych, będących induktoram i aktywności Nrf2, 
a działających poprzez modyfikację grup -SH. N ależy do 
nich m.in. sulforafan i zw iązek syntetyczny — oltipraz 
(patrz poniżej) [20],

AKTYWACJA PRZEZ FOSFORYLACJĘ

W śród najważniejszych m echanizm ów akty­
wacji Nrf2, obok utleniania reszt cysternowych 
białka K eapl, w ym ienia się fosforylację białka 
Nrf2 (Ryc. 3). Nrf2 m oże być fosforylowany 
za pośrednictw em  kinaz zaangażow anych w 
przekazyw anie sygnałów w komórce, takich 
jak kinaza białkowa C (PKC, ang. protein kinase 
C), kinazy białkowe aktyw ow ane przez mito- 
geny (MAPK, ang. mitogen activated protein ki­
nase), kinaza fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang. 
phosphoinositide-3 kinase), a także kinaza biał­
kowa umiejscowiona w siateczce śródplazm a- 
tycznej (PERK, ang. RNA-dependent protein kina­
se (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase) [21],

Istnieją badania dem onstrujące, że kinaza 
PKC bierze udział w  aktywacji Nrf2 w odpo ­
wiedzi na stres oksydacyjny i elektrofile. I tak 
na przykład wykazano, że użycie selektywnych 
inhibitorów tej kinazy, staurosporyny i Ro-32- 
0432, ham uje translokację jądrow ą i aktywność 
transkrypcyjną Nrf2 indukow ane przez octan 
m irystynianu forbolu (PMA) będący aktyw a­
torem  PKC. Reszta seryny umiejscowiona w 
regionie N-końcowym  Nrf2, w dom enie Neh2, 
oddziałuje z K eapl i została zidentyfikowana 
jako miejsce fosforylacji PKC, w w yniku któ­
rej Nrf2 oddysocjowuje z kom pleksu z K eapl. 
Dla potw ierdzenia udziału  PKC w odpow iedzi 
Nrf2 na stres oksydacyjny wykazano, że induk ­
cja oksygenazy hemowej 1 (HO-1, ang. heme 
oxygenase 1) przez Nrf2 w następstw ie działa­
nia foronu, obniżającego poziom glutationu 

(GSH), oraz końcowego p roduktu  peroksydacji lipidów,
4-hydroksy-2,3-nonenalu (4-HNE), jest ham ow ana przez 
specyficzny inhibitor PKC, Ro-31-8220 [22-25].

P row adzone są także badania nad  innym i kinazam i se- 
rynow o-treoninow ym i, MAPK. Okazuje się, że mogą one 
łączyć sygnały chem iczne z Nrf2 i prow adzić do ak tyw a­
cji genów  zależnych od tego czynnika poprzez w iązanie 
się z sekw encą ARE (patrz poniżej) [21], D ośw iadczenia 
na kom órkach raka w ątroby  człow ieka i myszy ujaw ni­
ły, że terf-butylohydrochinon (tBHQ) i sulforafan, kse- 
nobiotyki będące silnym i induk toram i enzym ów  II fazy, 
stym ulują aktyw ność kinazy regulow anej czynnikam i 
zew nętrznym i (ERK2, ang. extracellular signal-regulated 
protein kinase 2) oraz kinazy MAPK. W ykazano, że zaha­
m ow anie kinazy MAPK przy  użyciu inhibitora PD98058 
znosi aktywację ERK2 znajdującej się w kaskadzie p rze ­
kazyw ania  sygnału bezpośrednio  poniżej i blokuje w y ­
w oływ aną przez tBHQ i sulforafan indukcję enzym u II 
fazy, reduk tazy  NAD(P)H: chinonowej 1 (N Q O l, ang. 
N AD(P)H quinone reductase 1) [26], W innym  dośw iadcze­
niu udow odniono  rolę stresu  oksydacyjnego w  aktywacji 
MAPK przez tBHQ. D ow iedziono bowiem , że zm iatacze 
w olnych rodników , N-acetylo-L-cysteina (NAC) i g lu ta ­
tion ham ują aktywację ERK2 będącą w ynikiem  działania 
tego ksenobiotyku [27],
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PI3K jest kinazą lipidową regulującą w zrost komórki, 
różnicowanie i apoptozę. W w yniku badań na komórkach 
nerw iaka niedojrzałego udow odniono również udział tej 
kinazy w  regulacji genów indukow anych przez Nrf2 [28]. 
W ykazano między innymi, że PI3K reguluje translokację 
jądrow ą Nrf2 w odpow iedzi na stres oksydacyjny w kom ór­
kach raka w ątroby [29] i jest kluczową kinazą w  zależnej 
od Nrf2 regulacji genów antyoksydacyjnych w odpowiedzi 
na hem inę w  komórkach nerwiaka niedojrzałego [30]. Zaan­
gażow anie kinaz MAPK, PKC i PI3K w  regulację odpow ie­
dzi Nrf2 na stres oksydacyjny nie budzi wątpliwości [31]. 
Z drugiej jednak strony, m olekularne szczegóły aktywacji 
Nrf2 są nadal kontrowersyjne. Aby je wyjaśnić, niezbędne 
jest przeprow adzenie dodatkow ych badań.

Siateczka śródplazm atyczna (ER) jest narażona na stres 
kom órkow y wynikający m.in. z zachwiania równowagi 
metabolicznej i / lu b  procesów fałdowania białek. W takich 
w arunkach, kinaza PERK jest jednym  z głównych czynni­
ków inicjujących program  regulacji transkrypcyjnej i trans- 
lacyjnej zw any odpowiedzią na niepraw idłow o złożone 
białka (UPR, ang. unfolded protein response) i pełni kluczo­
we funkcje ochronne w  ER. Konsekwencją takiego stresu 
jest akumulacja reaktywnych form tlenu, które promują 
stres oksydacyjny [32], Badania ostatnich lat wykazały, że 
czynnik transkrypcyjny Nrf2 jest substratem  dla PERK. 
Stwierdzono, że katalizowana przez tę kinazę fosforylacja 
Nrf2 pow oduje jego oddysocjowanie od K eapl i zwiększa 
transport jądrow y [33]. W ten sposób Nrf2 jest zaangażo­
w any w odpow iedź ER na stres. Na dow ód tego wykazano, 
że embrionalne fibroblasty myszy pozbawione genu Nrf2 
są bardziej wrażliwe na tunikamycynę, co potwierdza, że 
Nrf2 zw iększa przeżycie kom órek w w arunkach stresu w 
ER [34],

ENDOGENNE INDUKTORY AKTYWNOŚCI NRF2

Oprócz egzogennych induktorów  aktywności Nrf2 ziden­
tyfikowano także endogenne związki chemiczne regulujące 
ścieżkę Nrf2-Keapl. Jednym  z nich jest tlenek azotu (NO) 
regulujący m.in. procesy zapalne, apoptozę, odpow iedź im­
munologiczną i napięcie ściany naczyń krwionośnych oraz 
pełniący funkcje neurom odulatora i neuroprzekaźnika. Wy­
korzystując komórki śródbłonka i neuroblastom y (nerwiaka 
niedojrzałego) wykazano, że donory tlenku azotu wywołują 
translokację Nrf2 z cytoplazmy do jądra komórkowego, w 
wyniku czego dochodzi do indukcji ekspresji genów regu­
lowanych przez Nrf2. W konsekwencji, komórki nerwiaka 
niedojrzałego stawały się oporne na apoptozę indukow aną 
przez NO. Te wyniki wskazują na rolę Nrf2 w  utrzym yw a­
niu hom eostazy naczyń krwionośnych oraz cytoprotekcji 
neuronalnej [4]. W pierwszym  przypadku niezwykle istotna 
jest także regulacja przez Nrf2 syntezy HO-1, enzym u peł­
niącego znaczącą rolę w  procesach pow staw ania nowych 
naczyń krwionośnych [35]. Ponadto, oksygenaza hemowa-1 
jest uznaw ana za jeden z najważniejszych cytoprotektantów 
o działaniu anty oksydacyjnym i przeciw zapalnym  [36,37],

Inną istotną cząsteczką sygnałową, zdolną do indukcji 
aktywności Nrf2, jest 15-deoksy-A12,14-prostaglandyna J2 
(15d-PGJ2) znana z silnego działania przeciwzapalnego.
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Syntetyzowana z kw asu arachidonowego przy udziale cy- 
klooksygenazy, PGJ2 została także poznana jako silny in- 
duktor enzymów fazy II. W badaniach nad procesami za­
palnymi wykazano, że w  mysich makrofagach 15d-PGJ2 
aktywuje Nrf2 poprzez tworzenie adduktów  z białkiem 
K eapl, czego skutkiem jest indukcja ekspresji genów białek 
przeciwzapalnych takich jak HO-1 i peroksyredoksyna [38]. 
Przy zastosowaniu m odelu zapalenia opłucnej u myszy z 
niedoborem  Nrf2 zadem onstrow ano, że naciekanie tkanki 
przez neutrofile nie ustaje podczas procesu zapalnego, ale 
rekrutacja makrofagów jest znacznie opóźniona. Badania 
Yamamoto i wsp. [38] dowiodły, że Nrf2 pełni istotne funk­
cje w  procesach zapalnych, będąc m ediatorem  15d-PGJ2, 
biorąc udział w rekrutacji komórek do miejsca zapalenia 
oraz regulując ekspresję genów o działaniu przeciw zapal­
nym.

REGULACJA TRANSLACJI NRF2

W w arunkach  stresu  oksydacyjnego poziom  stabilnego 
białka Nrf2 w  kom órce dram atycznie w zrasta. W osta t­
n im  czasie rośnie liczba dow odów , że ten w zrost m oże 
w ynikać nie tylko z zaham ow ania ubikw itylacji i prote- 
asom alnej degradacji napędzanej przez K eap l [10], lecz 
także ze zw iększonej translacji m RNA Nrf2 [39]. Rozpo­
częcie translacji w  kom órkach eukario tycznych jest reg u ­
low ane głów nie p rzez dw a m echanizm y: zależny i n ie ­
zależny od czapeczki na końcu 5' mRNA. W pierw szym  
następuje skanow anie przez rybosom  regionu-5 ' nieule- 
gającego translacji (5'UTR, ang. 5'-untranslated region) w 
mRNA. Drugi, to m echanizm  translacji zależnej od se­
kwencji położonej w ew nątrz  transk ryp tu  — w ew nętrz ­
nego miejsca w iązania rybosom u (IRES, ang. internal 
ribosome entry site). Sekwencje IRES um ożliw iają p rzy łą ­
czanie się rybosom ów  do sekwencji AUG (kodon inicju­
jący) bez konieczności skanow ania regionu 5'UTR [40]. 
W norm alnych, fizjologicznych w arunkach  faw oryzow a­
na jest translacja zależna od czapeczki [41]. Jednak, gdy 
kom órka poddana  jest działaniu  rozm aitych stresów , p o ­
ziom  globalnej translacji białek zm niejsza się na korzyść 
zależnej od IRES translacji białek cytoprotekcyjnych [42].

W regionie 5'UTR transkryptu Nrf2 zidentyfikowano 
ostatnio funkcjonalną sekwencję IRES. Dowiedziono po­
nadto, że translacja zależna od IRES jest w rażliwa na stan 
redoks komórki. Traktowanie komórek nadtlenkiem  w odo­
ru  i sulforafanem stymulowało bowiem mechanizm trans­
lacji z udziałem  IRES. Tak więc, w następstw ie działania 
oksydantów  w zrasta poziom  aktywnego białka Nrf2 nie 
tylko za spraw ą zablokowania jego degradacji, ale również 
dzięki uruchom ieniu m echanizm u wewnętrznej inicjacji 
translacji [43].

HIPOTETYCZNY MODEL REGULACJI AKTYWNOŚCI 
NRF2 W WARUNKACH STRESU OKSYDACYJNEGO

W ostatn im  czasie pojaw iła się now a hipoteza regu la ­
cji aktyw ności Nrf2 w w arunkach  stresu oksydacyjnego. 
Coraz więcej dow odów  w skazuje bowiem , że n ap ęd za ­
na przez K eap l ubikw itylacja Nrf2 jest bardzo  w raż li­
w a na stan redoks kom órki. Z drugiej strony, dysocjacja 
kom pleksu N rf2 /K e a p l praw ie nie zależy od w arunków  
stresu  oksydacyjnego. Słaba w rażliw ość tego kom pleksu
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na stan redoks kom órki czyni etap oddysocjow ania Nrf2 
w „starym " m odelu m ało praw dopodobnym . W dodatku , 
jądrow a traslokacja Nrf2 jest wysoce w rażliw a na zm ia­
ny redoks kom órki. W oparciu  o te doniesienia w ysnuto  
„now ą ' hipotezę. D im er K eapl pełni funkcje białka ada- 
ptorow ego, prom ując ubikw itylację Nrf2. W kom órce są 
dw ie pule białka Nrf2: n iezw iązany (fNrf2, ang. free flo ­
ating) i zw iązany z białkiem  K eapl (kNrf2). W norm al­
nych w arunkach, kNrf2 w iąże się z K eap l za pośredn ic ­
tw em  sekwencji ETGE i DLG. D w um iejscow e w iązanie 
d im eru K eap l um ożliw ia ekspozycję miejsc przyłączania 
reszt ubikw ityny w Nrf2 i w konsekwencji proteasom al- 
ną degradację białka. W w arunkach  hom eostazy w ystę ­
puje rów now aga pom iędzy translacją i degradacją białka 
Nrf2. W efekcie, pu la  fNrf2 w kom órce jest m ała i p rzy ­
czynia się do bazalnej aktywacji Nrf2 i regulacji ekspre ­
sji genów docelowych. W w arunkach  stresu  oksydacyj­
nego, w w yniku w ytw orzenia  w iązań  disiarczkow ych w 
dim erze K eapl, zm ieniająca się konform acja tego białka 
uniem ożliw ia dw um iejscow e w iązanie z Nrf2. W konse­
kwencji, miejsca przyłączania reszt ubikw ityny  stają się 
niedostępne, blokując procesy ubikw itylacji i proteaso- 
malnej degradacji. W ówczas K eap l jest w ysycany przez 
n iezdegradow any kNrf2. Jednocześnie silnie zw iększa się 
translacja białka Nrf2 i pu la  w rażliw ego na stan  redoks 
fNrf2, które ulega translokacji do jądra. W tym  m odelu  
K eap l determ inuje wielkość puli fNrf2 w  odpow iedzi na 
stres oksydacyjny, nie pow oduje jednak dysocjacji kNrf2 
z nieaktyw nego kom pleksu (Ryc. 4) [7], W eryfikacja po ­
wyższej hipotezy jest celem  najnow szych badań.

ELEMENT ODPOW IEDZI ANTYOKSYDACYJNEJ

Regulacja ekspresji genów przez Nrf2 zachodzi w  następ­
stwie rozpoznania elementu odpowiedzi antyoksydacyjnej 
(ARE, ang. antioxidant response element) jądrowego DNA i 
jego wiązania za pośrednictwem m otywu zamka leucynowe- 
go [44], Okuda i wsp. jako pierwsi opisali sekwencję wzmac­
niacza, podobną 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 została 
później zdefiniowana jako 5'-TGACnnnGCA-3' w  oparciu

o analizy mutacyjne promotora genu GST A l. Element od­
powiedzi antyoksydacyjnej został znaleziony w  regionie 5' 
wielu genów enzymów detoksykacyjnych fazy II. W 1996 
roku Venugopal i Jaiswal po raz pierwszy dowiedli istotnej 
roli Nrf2 w  aktywacji ARE. Podobnie, Itoh i wsp. sugerowa­
li, że pewne cząsteczki z rodziny białek CNC i/lu b  rodziny 
małych białek Maf mogą wiązać się z sekwencją ARE. H ipo­
tezę tę oparli na fakcie, że sekwencja zgodności ARE jest po ­
dobna do sekwencji rdzeniowej miejsca wiązania białek Maf 
(MARE, ang. M af recognition element, 5'-TGAGTCA-3') i miej­
sca wiązania NF-E2 (5'-GCTGAGTCA-3'). Wykazali również 
, że poziom syntezy GST i N Q 01 jest obniżony u myszy z 
niedoborem Nrf2 w porównaniu z myszami typu dzikiego 
(piśmiennictwo w pracy [45]). Obecnie wiadomo, że specy­
ficzne wiązanie DNA i indukcja transkrypqi genów przez 
Nrf2 są możliwe wówczas, gdy ulegnie on dimeryzacji z in­
nymi czynnikami transkrypcyjnymi. Wśród nich do tej pory 
za najbardziej znaczące uw aża się małe białka Maf [46], cho­
ciaż badania dowodzą także istnienia innych partnerów dla 
Nrf2 takich jak czynnik transkrypcyjny ATF4, który tworząc 
dimer z Nrf2 reguluje ekspresję genów HO-1 [47],

GENY REGULOW ANE PRZEZ NRF2

W iązanie Nrf2 do sekwencji ARE indukuje ekspresję 
wielu genów o działaniu cytoprotekcyjnym. W ostatnich 
latach wykazano, że w  w arunkach stresu oksydacyjnego i 
chemicznego Nrf2 odgryw a główną rolę w  indukcji enzy­
m ów antyoksydacyjnych i odtruwających, tzw. enzym ów II 
fazy (patrz poniżej) takich jak S-transferazy glutationowe, 
reduktaza NAD(P)H: chinon, UDP-glukuronylotransferaza, 
hydrolaza epoksydowa, syntetaza y-glutamylocysteinowa i 
oksygenaza hemowa-1 [2], Działanie ochronne powstałych 
białek obejmuje rozkład reaktywnych form tlenu, deakty- 
wację metabolitów elektrofilowych, detoksykację kseno- 
biotyków oraz stabilizację potencjału oksydoredukcyjnego 
komórki (Ryc. 5).

Ponadto  Nrf2 reguluje ekspresję genów przenośników  
kom órkow ych takich jak transporter w ym ienny cysteino- 
w o-glutam inianow y [48] oraz transporter ABCC1 (M rpl, 
ang. multidrug ressistance-associated protein 1), eksportu ­
jący m etabolity ksenobiotyków  [49], W ten sposób Nrf2

koordynuje elim i­
nację zw iązków  
toksycznych oraz 
w spom aga działa­
nie enzym ów  od ­
truwających [32].

Nrf2 aktyw uje 
także transkryp ­
cję genów kodują­
cych pew ne skład­
niki proteasom u, 
jak rów nież ge­
nów zaangażo­
w anych w  fałdo­
wanie białek [50], 
p ra w d o p o d o b n ie  
dla zm niejszenia 
ilości b łędnie sfał-
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Rycina 4. Hipotetyczny m odel regulacji aktywności Nrf2 w w arunkach  stresu oksydacyjnego. A) w arunk i normalne; B) stres oksydacyjny 
(opis w tekście, zm odyfikow ano w g [7]).
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Cytoprotekcyjne geny regulowane przez Nrf2
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Rycina 5. Rola genów  regulow anych przez Nrf2 w  cytoprotekcji w  w arunkach  stresowych (zm ody­
fikowano w g [62]).

dow anych  lub zagregow anych białek w kom órce. Stres 
oksydacyjny prom uje bow iem  rozm aite modyfikacje b ia­
łek, włączając utlenianie, k tóre m ogą zaburzać w łaściw e 
ich funkcjonow anie [32].

Oprócz genów antyoksydacyjnych, Nrf2 reguluje ekspre­
sję genów wpływających na w zrost i przeżywalność kom ó­
rek, a także zaangażowanych w odpow iedź immunologicz­
ną. Te wyniki pozostają w  zgodzie z faktem, iż 15d-PGJ2, 
cząsteczka o działaniu przeciwzapalnym, jest aktyw atorem  
Nrf2 [32].

D R O G A  SYGNAŁOW A NRF2-ARE JAKO  
CEL ODDZIAŁYW ANIA CZYNNIKÓW  
CHEMOPREWENCYJNYCH

Pośród ksenobiotyków wiele jest czynników m utagen­
nych i kancerogennych. Ich przem iany (biotransformacja) 
mają na celu szybkie usunięcie tych substancji z organi­
zmu lub zmianę ich działania biologicznego (inaktywację). 
Biotransformacja może obejmować różne procesy, które 
um ownie podzielono na reakcje I i II fazy. Reakcje I fazy 
prow adzą do w ytw orzenia produktów  pośrednich w pro ­
cesach utleniania, redukcji i hydrolizy. Są więc prow adzo­
ne głównie przez oksydoreduktazy i hydrolazy. Metabolity 
enzym ów I fazy są często wysoce elektrofilowe. Dzięki uzy­
skaniu polarności związki pośrednie mogą ulegać reakcjom 
drugiej fazy, które z kolei dają produkty końcowe. Enzym a­
mi II fazy są transferazy katalizujące reakcje sprzęgania np. 
UDP-glukuronylotransferaza czy GST.

Strategie zapobiegania chorobom  degeneracyjnym , 
zw łaszcza now otw orom , stanow ią w ażną a lternatyw ę 
dla ciągle niew ystarczająco skutecznych terapii. Chem o- 
prew encja ma na celu zaham ow anie procesu kanceroge- 
nezy na jego m ożliw ie najw cześniejszych etapach. C ha­
rakterystyczną cechą procesu indukcji now otw orów  jest 
s tosunkow o długi okres jaki up ływ a od chwili inicjacji 
(akum ulacja mutacji) do rozw oju klinicznej postaci cho­
roby, który stw arza wiele m ożliw ości wczesnej in te rw en ­
cji. P row adzone w ostatnich latach badania dostarczyły 
przekonujących dow odów , że selektyw na indukcja enzy­
m ów  II fazy m oże skutecznie chronić kom órki p rzed  o d ­

działyw aniem  zarów no reak tyw nych  m eta­
bolitów  zw iązków  kancerogennych  jak i RFT, 
co daje mocne podstaw y do jej w ykorzystan ia  
jako strategii zapobiegania now otw orom . Do­
tyczy to szczególnie S-transferazy glutatio- : 
nowej i reduktazy  NAD(P)H: ch inon  1 [21]. i 
Nrf2, będąc czynnikiem  transkrypcy jnym  o d ­
pow iedzialnym  za działanie cytoprotekcyjne, 
głównie za spraw ą indukcji enzym ów  II fazy, 
m oże być więc rozpa tryw any  jako potencjal­
ny cel oddziaływ ania czynników  chem opre- ; 
wencyjnych w profilaktyce now otw orów .

W ostatnich latach uzyskano  w iele dow o- j 
dów  na to, że m odulacja ekspresji genów  ko- j 
dujących enzym y II fazy zm ienia  podatność 
na kancerogenezę. I tak na p rzyk ład , delecja ; 
genu GST n i  lub N Q 01 pow odow ała  zw ięk ­
szenie podatności m yszy na rozw ój now o­
tw oru  skóry indukow any  p rzez  policyklicz- 
ne w ęglow odory arom atyczne (PWA) [19]. 

O bserw ow ano także zw iększone ryzyko raka  p rzew odu  
pokarm ow ego, skóry, pęcherza m oczow ego czy też jamy 
ustnej i płuc w następstw ie zablokow ania genu  jednego z 
izoenzym ów  GST [51].

Do zw iązków  chem oprew encyjnych działających po ­
przez indukcję enzym ów  II fazy zalicza się syntetyczne ! 
środki farm akologiczne, jak rów nież w iele natu ra lnych  
składników  diety, głów nie tzw. n ieodżyw czych  sk ład ­
ników  żywności. Spośród zw iązków  syntetycznych  do 
tej pory najlepiej poznany jest oltipraz. N atu ra ln e  zaś to j 
przede w szystkim  organiczne zw iązki siarki i roślinne 
zw iązki fenolowe. Do pierwszej g rupy należą  izotiocyja- 
niany takie jak m.in. izotiocyjanian fenetylu (PEITC) oraz 
sulforafan mające największe znaczenie w  badan iach  nad  ] 
chem oprewencją. M echanizm  działania izotiocyjanianów  
opiera się na rozryw aniu  w iązania m iędzy  N rf2 a biał­
kiem Keap 1, czego konsekwencją jest oddysocjow anie 
Nrf2 z nieaktyw nego kom pleksu cytoplazm atycznego. 
Uw alnianie Nrf2 od K eapl m ożliwe jest także dzięki ak­
tywacji kinaz białkow ych (MAPK, PKC, PI3K, PERK). W 
następstw ie, w zrasta  transkrypcja genów  zaw ierających 
elem ent ARE [52]. O rganiczne izotiocyjaniany, w y stęp u ­
jące pow szechnie w  diecie człowieka, g łów nie w  m u sz ta r­
dzie i chrzanie, są więc bardzo silnym i induk to ram i GST 
i N Q 01. D ow iedziono, że w  ten sposób PEITC ham uje 
różne postaci now otw orów  indukow anych  u zw ierząt 
dośw iadczalnych przez chemiczne kancerogeny takie 
jak nitrozoam iny. Izolow any z brokułów  su lforafan  jest 
jednym  z najsilniejszych induktorów  GST i N Q 01 . W y­
kazano m.in., że zw iązek ten hamuje rozw ój now otw oru  
gruczołu p iersiow ego u szczura. A nalogicznie, poprzez  
indukow anie enzym ów  II fazy, głów nie GST i N Q 01 , 
działa w spom niany  syntetyczny zw iązek, o ltip raz  (pi­
śm iennictw o w  pracy [21]).

Roślinne zw iązki fenolowe stanow ią w yjątkow ą g rupę 
zw iązków  chem oprew encyjnych, gdyż działają zarów no 
jako przeciw utleniacze jak i induktory  enzym ów  detok- 
sykacyjnych [53], Tutaj wym ienić należy: 1,4-difenole 
w ystępujące w ekstrak tach  z zielonej herbaty , kw as pro-
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tokatechow y w owocach, w arzyw ach  i orzeszkach ziem ­
nych, flaw onoidy w kw iatach i ow ocach oraz syntetyczne 
zw iązki fenolow e takie jak bu ty lohydroksyanizo l (BHA). 
W ykazano, że m echanizm y chem oprew encyjne są uszko ­
dzone u m yszy z niedoborem  Nrf2. Indukcja ekspresji ge­
nów  kodujących enzym y II fazy w odpow iedzi na BHA 
jest znoszona u takich zw ierząt [44], Podobnie, p rzy  b ra ­
ku Nrf2, sulforafan czy też oltipraz nie w ykazują swoich 
chem oprotekcyjnych efektów, co po tw ierdza  kluczow e 
znaczenie tego czynnika w ochronie przeciw ko ksenobio- 
tykom  [54,55].

NRF2 JAKO M O DULATOR STRESU  
OKSYDACYJNEGO W  NEURODEGENERACJI

Zw iększony stres oksydacyjny jest zw iązany także ze 
śm iercią kom órek nerw ow ych w patogenezie w ielu cho­
rób neurodegeneracyjnych takich jak choroba A lzheim e­
ra, Parkinsona, płąsaw ica H unting tona  czy też s tw a rd ­
nienie zanikow e boczne (choroba Lou Gehriga). Ponie­
w aż Nrf2 pełni w ażne funkcje ochronne w w arunkach  
stresu  oksydacyjnego, w ielu naukow ców  podjęło próbę 
zbadan ia  udziału  Nrf2 w neuroprotekcji. Rzeczywiście, 
udow odniono , że kom órki nerw ow e z hodow li p ie rw o t­
nej trak tow ane chem icznym i aktyw atoram i ścieżki Nrf2- 
ARE (tBHQ, sulforafan), są bardziej oporne na neu ro tok ­
syczność w yw ołaną stresem  oksydacyjnym  [56], Z drugiej 
strony p rzep row adzono  dośw iadczenia z zastosow aniem  
m yszy z n iedoborem  Nrf2. N eurony  takich osobników  
były znacznie bardziej poda tne  na toksyczne działanie 
zw iązków  służących za m odel choroby H unting tona , 
czyli inhibitorów  II kom pleksu m itochondrialnego: k w a­
su 3-nitropropionow ego i m alonianu [57,58], Podobne 
zw iększenie w rażliw ości m yszy z niedoborem  Nrf2 zaob­
serw ow ano w m odelach choroby Parkinsona przy  użyciu
6-hydroksydopam iny  [59] oraz l-m ety lo -4 -feny lo -l,2,3,6- 
te trahydrop irydyny  (MPTP) [60], W badaniach in vitro 
w ykazano  także, że astrocyty ze zw iększoną ekspresją 
genu kodującego Nrf2, w  następstw ie podan ia  w ekto ­
rów  adenow irusow ych, m ogą chronić kom órki nerw ow e 
p rzed  skutkam i stresu  oksydacyjnego w yw ołanego przez 
n ad tlenek  w odoru  [61], Rola Nrf2 w astrocytach, neu ro ­
nach i m echanizm ach zaangażow anych  w neuroprotekcję 
jest w ięc bardzo  isto tna dla ustalenia now ych strategii w 
profilaktyce i / lu b  terapii chorób neurodegeneracyjnych.

P O D SU M O W A N IE

W norm alnych  w arunkach  Nrf2 w ystępuje w  cytopla- 
zm ie w  form ie zw iązanej z białkiem  cytoszkieletu K eapl. 
Sytuacja zm ienia się w  w arunkach  stresow ych, k iedy to 
Nrf2 jest uw aln iany  z nieaktyw nego kom pleksu, ulega 
translokacji do jądra  i aktyw uje ekspresję w ielu genów  
cytoprotekcyjnych. Jak pokazano  na rycinie 5, pow stające 
białka m ogą chronić kom órki p rzed działaniem  kseno- 
b iotyków  i reak tyw nych form  tlenu [62], p row adząc  do 
stabilizacji potencjału oksydoredukcyjnego.

Stres oksydacyjny oraz procesy zapalne generujące RFT, 
jak rów nież w ytw arzanie elektrofilowych m etabolitów  
zw iązków  chem icznych zdolnych do uszkadzania m a­
krocząsteczek kom órkow ych, są istotnym elem entem  pa­

togenezy w ielu chorób degeneracyjnych [21]. Nrf2, będąc 
czynnikiem  transkrypcyjnym  odpow iedzialnym  za działa­
nie cytoprotekcyjne, głównie za spraw ą indukcji enzym ów  
II fazy, może być więc rozpatryw any jako potencjalny cel 
oddziaływ ania czynników  chem oprewencyjnych w profi­
laktyce nie tylko now otw orów , lecz także chorób neurode­
generacyjnych czy chorób układu krążenia.
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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 II enzymes are responsible for inactivation and removal 
of such compounds. It has been shown that induction of phase II 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 mechanizmów adaptacyjnych do niekorzystnych warunków niedotlenienia do­
prowadziły do odkrycia czynników indukowanych przez hipoksję, HIF-1 i HIF-2. Czyn­

niki te regulują ekspresję wielu genów umożliwiających dostosowanie komórek do zmian w 
stężeniu tlenu i przeciwdziałających skutkom występującego w niedotlenieniu stresu oksy­
dacyjnego. Regulacja aktywności czynników transkrypcyjnych HIF polega na uwarunkowa­
nym dostępnością tlenu działaniu hydroksylaz prolinowych i wynikającej z tego zależnej od 
ubikwityny proteasomowej degradacji podjednostek HIF-la i HIF-2a. Najnowsze badania 
wskazują na szczególną rolę reaktywnych form tlenu (RFT), produkowanych przez mito- 
chondrialny łańcuch oddechowy w regulacji stabilności HIF. Wiadomo, że RFT wpływają 
również na poziom tlenku azotu (NO) w organizmie, prowadząc do zmniejszenia jego stę­
żenia, ale generując reaktywne formy azotu (RFA), których efektem może być zwiększenie 
stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego. Regulacja aktywności czynników HIF przez RFT, NO 
i RFA jest obecnie obiektem wielu badań i wydaje się być mechanizmem zależnym od wa­
runków (np. normoksja/hipoksja), czy stężeń poszczególnych stymulatorów (np. donorów 
NO).

W PROW ADZENIE

G ospodarka tlenowa organizmu jest ściśle regulowana, poniew aż gaz ten jest 
niezbędny do produkcji ATP za pomocą mitochondrialnego łańcucha oddecho­
wego. Niemniej jednak tlen może być przekształcany w wysoce reaktyw ne po­
chodne, tzw. reaktywne formy tlenu (RFT), których źródłem  może być zarów no 
mitochondrialny łańcuch oddechowy, jak i prom ieniowanie jonizujące czy też 
różne enzym y komórkowe.

RFT w  komórkach to głównie anionorodnik ponadtlenkow y (O /“), nadtlenek 
w odoru (H20 2) oraz rodnik wodorotlenowy ( OH). Związki te, jako bardzo re­
aktywne, mogą oddziaływać z białkami, lipidami oraz kw asam i nukleinow y­
mi, wpływając na ich strukturę oraz funkcję (w przypadku białek i lipidów), 
bądź prow adząc do powstawania mutacji (DNA). Dlatego też gospodarka RFT 
jest ściśle regulowana za pomocą wielu enzymów antyoksydacyjnych zm iatają­
cych wolne rodniki. Enzymy te m.in. przekształcają rodnik ponadtlenkow y do 
nadtlenku w odoru (dysmutazy ponadtlenkowe), jak również rozkładają nadtle­
nek w odoru (katalaza, peroksydaza glutationu, peroksyredoksyny). Głównymi 
źródłam i RFT w komórkach są mitochondria, a właściwie elementy łańcucha 
oddechowego, gdzie w  mitochondrialnym transporcie elektronów dochodzi do 
wyciekania elektronów i powstawania anionu ponadtlenkowego.

Z drugiej strony, wiele stanów patologicznych, takich jak choroby kardiolo­
giczne (np. zawał serca), neurologiczne (np. udar mózgu), czy rozwój now o­
tworów, cechuje występowanie niedotlenienia (hipoksji), czyli stanu niedoboru 
tlenu w e krwi lub w tkankach, wynikającego z dysproporcji m iędzy zapotrzebo­
w aniem  a zaopatrzeniem  w tlen. Tlen jest niezbędny do praw idłow ego funkcjo­
now ania organizm u i aby zniwelować szkodliwe skutki niedotlenienia, rozw i­
nęły się złożone mechanizmy obronne.

Dostosowanie do obniżonej dostępności tlenu wymaga zm ian w ekspresji ge­
nów, które mogą prowadzić do zmniejszenia zużycia tlenu, prom ować dostaw ę 
tlenu oraz zwalczać negatywne skutki niedotlenienia. Głównymi czynnikami 
transkrypcyjnymi, regulującymi te procesy, są czynniki indukow ane przez nie­
dotlenienie, tzw. czynniki HIF. Oprócz roli w  walce z niedotlenieniem, czynniki 
te mogą zapewniać ochronę przed stresem oksydacyjnym tworzącym  się pod ­
czas niedotlenienia, ponieważ wiele produktów  ekspresji genów regulowanych 
przez HIF-1 i HIF-2 może mieć działanie antyoksydacyjne.
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BUDOW A CZYNNIKÓW  HIF

Białka indukow ane przez niedotlenienie (HIF, ang. hy­
poxia inducible factor) będące heterodim eram i złożonymi z 
podjednostek a  (o masie cząsteczkowej 120 kDa) i (3 (o m a­
sie cząsteczkowej 91-94 kDa) są kluczowym i czynnikami 
odpowiedzialnym i za regulację ekspresji genów zależnych 
od hipoksji. Istnieją trzy izoformy podjednostki a  (HIF-la, 
HIF-2a i HIF-3a) oraz trzy paralogi podjednostek p (Arntl, 
Arnt2 i Arnt3) [1]. Z wym ienionych izoform, H IF -la  i HIF- 
2a  odgrywają szczególną rolę w  odpow iedzi komórki na 
brak tlenu i są w stanie tworzyć kompleks z podjednostką 
HIF-ip. Aktywne kompleksy HIF-1 i HIF-2, choć podobne 
strukturalnie, mogą mieć różne właściwości, charakteryzu­
ją się odm iennym  w zorem  ekspresji i mogą oddziaływać z 
różnymi kofaktorami. Ostatnie badania pokazują również, 
że spektrum  genów docelowych regulow anych przez te 
dw a czynniki może być odmienne.

Podjednostki a  i p zbudow ane są z dw óch charaktery­
stycznych domen: m otyw u bHLH (ang. basic helix-loop-helix) 
oraz domeny PAS (ang. Per-AHR-ARNT-Sim) (Ryc. 1). Do­
meny te są wym agane do dimeryzacji białka i w iązania się 
z DNA. Podjednostką H IF -la  zawiera rów nież inne cha­
rakterystyczne domeny, jak zależną od tlenu dom enę de- 
gradacyjną ODD (ang. oxygen dependent degradation domain), 
odgrywającą kluczową rolę w  regulacji stabilności H IF-la  
oraz dwie dom eny transaktywacyjne C-TAD i N-TAD (ang. 
C- i N-transactivation domains). Ponadto, H IF -la  zawiera 
dw a sygnały lokalizacji jądrowej, NLS (ang. nuclear localiza­
tion signals), N-NLS i C-NLS, które kierują H IF -la  do jądra 
komórkowego [1]. S truktura podjednostki HIF-2a jest po­
dobna do struktury  podjednostki H IF-la, różnice w iążą się 
jedynie z budow ą dom eny N-TAD (Ryc. 1). To właśnie ta 
dom ena w pływ a na specyficzność izoform H IF -la  i HIF-2a. 
Rola białka HIF-3a jest mniej zrozumiała, ale sugeruje się,

Rycina 1. Budowa czynników  H IF -la  oraz HIF-2a. H IF-la  zbudow any  jest z 826, 
a HIF-2a z 870 reszt am inokw asow ych. W N-końcowym  fragmencie znajdują się 
dom eny bHLH oraz PAS. W C-końcowej części w ystępuje dom ena transaktywa- 
cyjna (TAD) z w yróżniającym i się sekwencjam i N-TAD i C-TAD. Zaznaczono 
rów nież dom enę ODD, w  obrębie której znajdują się specyficzne reszty proliny, 
które w w arunkach  norm alnego stężenia tlenu są hydroksylow ane przez PHDs i 
s tanow ią sygnał do  zależnej od ubikw ityny degradacji w proteasom ach. Ponadto, 
hydroksylacja reszty asparaginy (N803/N847) w  dom enie C-TAD przez czynnik 
ham ujący (FIH-1) ham uje oddziaływ anie  z koaktyw atorem  C B P/ p300.

że alternatyw ne formy splicingowe HIF-3a hamują aktyw ­
ność transkrypcji H IF-la.

GENY DOCELOWE REGULOWANE 
PRZEZ IZOFORMY HIF-11 HIF-2

Związanie czynników HIF-1 oraz HIF-2 ze specyficzną 
sekwencją DNA (5'-(A/G) CGTG-3'), tzw. elementem od­
powiedzi na niedotlenienie (HRE, ang. hypoxia responsive 
element), oraz przyłączenie szeregu kofaktorów uruchamia 
transkrypcję wielu genów, których produkty białkowe są 
odpow iedzialne za utrzym anie homeostazy tlenu i ułatw ia­
ją adaptację komórek do hipoksji (Ryc. 2). W śród nich m oż­
na wyodrębnić geny, których produkty białkowe utrzym u­
ją optym alną dostawę tlenu poprzez nasilenie erytropoezy, 
czyli pow staw ania czerwonych krwinek. W arto podkreślić, 
iż czynnik HIF-1 został odkryty w 1992 roku jako czynnik 
aktywujący ekspresję genu dla erytropoetyny [2]. HIF-1 na­
sila również ekspresję genów ceruloplazminy, transferyny, 
i receptora transferyny, białek, które ułatwiają dostawy że­
laza do różnych tkanek, co pozwala m.in. na syntezę hemu. 
Druga grupa czynników reprezentow ana jest przez białka 
zaangażow ane w rozwój i funkcjonowanie układu naczy­
niowego, m iędzy innym i stymulatory procesu angiogenezy 
(np. czynnik w zrostu śródbłonka naczyń, VEGF, ang. va­
scular endothelial growth factor, i jego receptor VEGFR1/Flt- 
1) lub m odulow anie napięcia ściany naczyń krwionośnych 
(np. indukow ana syntaza tlenku azotu, iNOS, ang. inducible 
nitric oxide synthase; oksygenaza hemowa-1, HO-1, ang. heme 
oxygenase-1; endotelina-1). Trzecią grupę stanowią geny, 
których produkty  biorą udział w  metabolizmie energetycz­
nym  komórki i powodują uruchomienie procesu glikoli­
zy jako głównego mechanizm u pozyskiwania energii. Na 
przykład, HIF-1 aktywuje transkrypcję genów kodujących 
białka transportujące glukozę do w nętrza komórek, enzy­
my biorące udział w konwersji glukozy do pirogronianu 
jak również redukujące pirogronian do kwasu mlekowego. 
Czwarta grupa obejmuje geny, których produkty są odpo­
wiedzialne za kontrolę proliferacji i żywotności komórek. 
Oprócz tych czterech głównych grup, HIF-1 reguluje trans­
krypcję innych genów, co prow adzi np. do hamowania róż­
nicowania (inhibitor wiązania z DNA, ID2, ang. inhibitor of 
DNA binding-2), regulacji oporności na chemioterapeutyki 
(glikoproteina P, P-gp), syntezy katecholamin (hydroksylaza 
tyrozyny) czy w pływ u na metabolizm macierzy zewnątrz- 
komórkowej (metaloproteinaza macierzy pozakomórkowej 
2, MMP2, ang. matrix metalloproteinase 2). Łącznie ocenia się, 
że HIF-1 odpow iada w istotny sposób za regulację ponad 
100 genów.

REGULACJA AKTYW NOŚCI HIF

Podjednostki HIF-a jak i HIF-P ulegają konstytutywnej 
ekspresji, ale ich czas półtrwania w  w arunkach normalnego 
stężenia tlenu jest różny. Poziom HIF-(3 jest stały, natomiast 
czas półtrw ania HIF-a wynosi mniej niż 5 m inut [3], Labil- 
ność HIF-a i jego degradacja jest blokowana, kiedy spada 
dostępność tlenu. Skomplikowana regulacja aktywności 
obu izoform HIF-a odbyw a się głównie na poziomie po- 
translacyjnym i związana jest z zależną od ubikwityny de­
gradacją w proteasom ach w w arunkach normoksji. Dodat­
kowo, do pełnej aktywności białko HIF wym aga obecności
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wielu kofaktorów, wśród których niektóre są wspólne dla 
obu podjednostek H IF -la  oraz HIF-2a, a inne specyficzne 
dla poszczególnych izoform.

STABILIZACJA HIF W WARUNKACH NIEDOTLENIENIA

O statnie badania ujawniły dokładny m olekularny me­
chanizm  stabilizacji H IF -la  przez hipoksję. W warunkach 
norm alnego stężenia tlenu kluczowym  procesem jest hy- 
droksylacja reszt proliny (Pro 402, Pro 564) przez trzy spe­
cyficzne hydroksylazy prolinowe (PHDs 1-3) (Ryc. 1). Do 
pełnej aktywności enzymatycznej hydroksylazy wymagają 
obecności tlenu i a-ketoglutaranu, będących substratami 
reakcji, oraz kofaktorów: żelaza i askorbinianu [4], Hydrok- 
sylowany H IF -la  jest rozpoznaw any przez białko pVHL, 
p roduk t genu supresorowego von Hippela-Lindaua oraz 
kom pleks ligazy E3. Białko pVHL odgryw a szczególną 
rolę w  ubikwitylacji HIF-1, poprzez dom enę ß oddziałuje 
bezpośrednio z domeną ODD czynnika H IF -la  i jest rozpo­
znaw ane przez kompleks ligazy E3 oraz przez inne białka 
wchodzące w skład kompleksu: elonginę B i C oraz Rbx-1
[1]. W ynikiem tych przem ian jest zależna od ubikwityny 
proteasom ow a degradacja H IF-la. Ponadto, sygnałem do 
degradacji H IF -la  w  proteasom ach jest acetylacja lizyny 
[5]. Regulacja stabilności białka HIF-2a jest podobna jak 
dla izoformy H IF -la  i opiera się na zależnej od dostępno­
ści tlenu degradacji przez PH D s/pV H L. Różnice dotyczą 
jedynie specyficznej budow y izoformy HIF-2a, bowiem w 
tym przypadku, hydroksylacji ulegają reszty proliny Pro405 
i Pro531 (Ryc. 1).

ODDZIAŁYWANIE Z KOFAKTORAMI 
TRANSKRYPCYJNYMI

Zaham ow anie hydroksylacji reszt prolinowych przez 
PHDs nie jest w arunkiem  wystarczającym do pełnej aktyw ­
ności HIF-1. Aby nastąpiło związanie się HIF-1 z DNA (z

sekwencją HRE) i aktywacja ekspresji genów docelowych, 
konieczny jest udział kofaktorów, między 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 związanie z dom eną C-TAD HIF-a [1].

Najważniejszymi z wym ienionych kofaktorów są białka 
p300 i CBP, bowiem stabilizują one kompleks inicjacji trans­
krypcji zawierający polimerazę RNA II, a także posiadają 
aktywność acetylotransferazy histonów. Stanowią central­
ny regulator, współdziałający z pozostałymi kofaktorami, 
zarów no uniwersalnym i dla różnych izoform jak i oddzia­
łującymi specyficznie z określonymi izoformami białek HIF. 
Inny kofaktor, NEMO (ang. NF-kB essential modulator), jest 
unikatow y dla HIF-2a i zwiększa aktywność transkrypcji 
genów regulowanych przez tę izoformę [6]. Podobnie czyn­
nik transkrypcyjny E tsl oddziałuje jedynie z HIF-2a i nasila 
transkrypcję receptora dla VEGF (VEGFR-2) [7].

Regulacja wiązania kofaktorów jest kontrolowana przez 
hydroksylazę asparaginową, zw aną także czynnikiem ha­
mującym HIF-1 (FIH-1, ang. factor inhibiting HIF-1), która 
hydroksyluje resztę asparaginy (N803 w H IF-la  oraz N851 
w  HIF-2a), umiejscowioną w  domenie C-TAD (Ryc. 1), co 
prow adzi do zablokowania wiązania p300/CBP i dalszych 
kofaktorów.

WPŁYW RFT GENEROW ANYCH PRZEZ 
M IT O C H O N D R IA  N A  HIF

Za zwiększoną produkcję RFT w  hipoksji odpowiedzialne 
są mitochondrialne kompleksy I oraz III [8]. Niemniej jednak 
sugeruje się, że do aktywacji HIF w niedotlenieniu wymagane 
są RFT generowane przez mitochondrialny kompleks III [9,10]. 
Inhibitory łańcucha transportu elektronów: rotenon (kom­
pleks I), malonian (kompleks II), antymycyna A (kompleks 

III), azydek sodu (kompleks IV) i związek roz- 
sprzęgający fosforylację oksydacyjną (FCCP, 
ang. p-trifluoromethoxy carbonyl cyanide phenyl 
hydrążone) osłabiają stabilizację HIF-a podczas 
niedotlenienia, ale nie wpływają na HIF-a w 
warunkach normoksji. Co więcej, substrat 
kompleksu II, bursztynian jest w stanie przy­
wrócić stabilizację HIF w hipoksji, wyłączoną 
przez dodanie inhibitora kompleksu I - rote- 
nonu [11]. Z drugiej strony znane są badania 
pokazujące, że zahamowanie aktywności łań­
cucha oddechowego nie wpływa na stabiliza­
cję HIF indukowaną przez niedotlenienie [12].

Obecnie dominują dwie teorie dotyczące 
powiązań mitochondriów z PHDs i FIH-1, 
enzymami regulującymi aktywność 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 REDYSTRYBUCJI TLENU

Jak wspomniano wcześniej, głównym 
źródłem RFT w  komórce są mitochondria, a

Utrzymanie optymalnej 
dostawy tlenu

■Ą  Erytropoeza

• erytropoetyna

Transport żelaza
• transferyna
• receptor transferyny
• ceruloplazmina

Kontrola

Metabolizm 
energetyczny komórki

Glikoliza
• LDH
• kinaza fosfoglicerolu 1
• aldolaza A i C 

Transport glukozy
• transporter glukozy 1,3 

Inne białka

• dehydrogenaza 
fosfo-3-glicerolu

Regulacja
układu naczyniowego proliferacji i żywotności

■ 7  Angiogeneza Zatrzymanie
• VEGF cyklu komórkowego
• VEGFR1 • p21
• PAI-1 ■Ć) Apoptoza

K  Napięcie ściany naczyń • BN1P3

• iNOS ■Ó  Czynniki wzrostowe
• endotelina-1 • IGF 2
• HO-1 • białka wiążące IGF 1,2,3

Rycina 2. Głów ne grupy  genów, których ekspresja jest regulow ana p rzez HIF-1.
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Rycina 3. Dwie teorie dotyczące w pływ u m itochondriów  na stabilizację HIF pod ­
czas hipoksji. H ipoteza redystrybucji tlenu zakłada, iż m itochondrialna oksydaza 
cytochrom ow a mająca w iększe pow inow actw o do tlenu niż do  PHDs i FIH-1 w 
w arunkach hipoksji zmniejsza dostępność tlenu dla tych enzym ów, hamując ich 
aktywność, co prow adzi do stabilizacji HIF-a. H ipoteza RFT zakłada, iż zw ięk­
szenie produkcji O , '  p rzez m itochondrialny kom pleks III podczas hipoksji p ro ­
w adzi do zwiększenia poziom u cytoplazm atycznych RFT, które ham ują aktyw ­
ność PHDs i FIH-1 zwiększając poziom  HIF-a.

właściwie składniki łańcucha oddechowego znajdujące się w 
błonie mitochondrialnej. Mitochondria są też głównym konsu­
mentem tlenu, który jest niezbędny do aktywności enzymów 
regulujących stabilność czynnika HIF-a. Hipoteza kładąca 
nacisk na rolę tlenu w aktywacji HIF podczas niedotlenienia 
została opracowana przez Hagena i współpracowników [13]. 
Bazuje ona na fakcie, iż enzymy modyfikujące HIF-a, zarów­
no PHDs jak i FIH-1, do swego działania wykorzystują tlen 
cząsteczkowy. Głównym miejscem konsumpcji tlenu są mito­
chondria, a w  nich oksydaza cytochromowa. Sugeruje się, że to 
właśnie ta podjednostka łańcucha oddechowego w warunkach 
niedotlenienia wykorzystuje większość dostępnego tlenu, a 
ilość tlenu pozostała w cytosolu dostępna dla PHDs i FIH-1, 
mających mniejsze powinowactwo do tlenu niż enzym mito­
chondrialny, nie jest wystarczająca do prawidłowego działa­
nia enzymów modyfikujących HIF-a. Niedobór tlenu prowa­
dzi do braku modyfikacji białek HIF-a, co w konsekwencji 
prowadzi do ich stabilizacji. Hipoteza ta została opracowana 
na podstawie badań nad wpływem zahamowania oddycha­
nia mitochondrialnego pokazujących, iż inhibitory łańcucha 
oddechowego takie jak rotenon (inhibitor kompleksu I), anty- 
mycyna A (kompleks II), myksotiazol (kompleks III), azydek 
sodu (kompleks IV) oraz donor NO: NOC-18 odwracają stabi­
lizację HIF-1 wywołaną 1% 0 2. Za pomocą pomiaru biolumi- 
nescencji enzymu lucyferazy pochodzącej z Renilla reniformis, 
którego aktywność jest zależna od stężenia tlenu, pokazano, 
iż po zahamowaniu oddychania mitochondrialnego w stanie 
niedotlenienia tlen jest przenoszony w kierunku enzymów nie 
uczestniczących w oddychaniu tlenowym, a których aktyw­
ność zależy od tlenu, takich jak PHDs i FIH-1. Dostarczenie 
tlenu do PHDs i FIH-1 prowadzi do przywrócenia ich aktyw­
ności i degradacji HIF-a [13].

Hipoteza ta została również potwierdzona przez Doege 
i współpracowników w naczyniach plastikowych badań ko­
mórek hodowanych w naczyniach plastikowych przepusz­
czalnych (brak gradientu stężenia tlenu), jak również nieprze­
puszczalnych dla tlenu (tworzony jest gradient stężenia tlenu). 
Stosując hodowle w gradiencie stężenia tlenu wykazano, że 
0,1% 0 2 powodował stabilizację HIF-1 niezależną od zahamo­

wania łańcucha oddechowego, podczas gdy efekt 3% 0 2 był 
słabszy i odwracany przez inhibitory łańcucha oddechowego. 
W przypadku komórek rosnących przy braku gradientu stę­
żenia tlenu zahamowanie łańcucha oddechowego nie miało 
wpływu na stabilizację HIF-1 a. Doświadczenia te pokazują, że 
zahamowanie konsumpcji tlenu w mitochondriach zmniejsza 
gradient stężenia 0 9, prowadząc do zwiększenia stężenia tle­
nu w komórkach i nasilenia degradacji HIF-1 [14]. Co cieka­
we, sugeruje się, że w  komórkach z upośledzonym działaniem 
mitochondriów HIF nie jest stabilizowany w hipoksji, co jest 
spowodowane nie tyle brakiem wytwarzania RFT przez mito­
chondria, ale zmienionym rozmieszczeniem tlenu w komórce, 
który w rezultacie jest łatwiej dostępny dla PHDs prowadząc 
do degradacji HIF-a [13,15].

HIPOTEZA REAKTYWNYCH FORM TLENU

Hipoteza dotycząca roli RFT produkowanych przez mito­
chondria w  aktywacji HIF w niedotlenieniu została zapropo­
nowana przez Chandela, Schumackera i współpracowników 
w 1998 roku [16]. Pokazali oni, iż aktywacja transkrypcji ge­
nów regulowanych przez HIF-1 podczas hipoksji (erytropo- 
etyna, enzymy glikolityczne, VEGF) odwracana jest przez an­
ty oksydanty: ditiokarbaminian pirolidyny oraz ebselen. Cie­
kawym modelem doświadczalnym wykorzystanym w  tych 
badaniach były komórki rho(0), pozbawione mitochondrial­
nego DNA. Brak mitochondrialnego DNA powoduje upośle­
dzenie funkcjonowania mitochondriów i zmniejsza generację 
RFT w hipoksji. Co więcej, w  komórkach rho(0) w  warunkach 
niedotlenienia nie występuje aktywacja ekspresji genów regu­
lowanych przez HIF [16]. Dalsze badania tej grupy pokazały, 
iż nadprodukcja katalazy, enzymu zmiatającego H 20 2, zmniej­
sza wiązanie się HIF z sekwencją HRE podczas niedotlenienia. 
Co więcej, dodanie H.,0, do komórek typu dzikiego jak i do 
komórek rho(0) stabilizuje HIF-1 a  zarówno w normoksji jak i 
w  hipoksji. W izolowanych mitochondriach niedotlenienie po­
woduje natomiast wzrost produkcji RFT [17].

Rola produkow anych przez mitochondria RFT w  indu ­
kowanej przez niedotlenienie stabilizacji HIF-a została po­
tw ierdzona w komórkach nie posiadających kluczowych 
elementów łańcucha oddechowego (cytochrom c, żelazo- 
wo-siarkowe białka Rieskego), po zastosowaniu inhibito­
rów kompleksu I (rotenon) i kom pleksu III (jak myksotiazol 
i stigmatelina) lub genetycznej delecji kompleksu I [18].

Wykazano także, iż zmiatacze RFT oraz inhibitory łańcucha 
oddechowego całkowicie hamują stabilizację HIF-1 a  induko­
waną przez trombopoetynę (TPO) [19]. Ponadto, mitoubichi- 
non (MitoQ) będący przeciwutleniaczem gromadzącym się i 
działającym w mitochondriach blokuje produkcję RFT i sta­
bilizację HIF-1 a  w warunkach niedotlenienia, ale nie wpływa 
na stabilność HIF-la w  warunkach normoksji [20], zaś otrzy­
mywany z glonów pigment, kaulerpina, hamuje oddychanie 
mitochondrialne na poziomie kompleksu I blokując transport 
elektronów na kompleks III i w ten sposób blokuje stabilizację 
HIF-a zależną od RFT podczas niedotlenienia [21].

Nasze badania pokazujące, że zwiększenie poziomu H^O, 
na skutek nadprodukcji SOD-1 indukuje transkrypcję VEGF 
zależną od aktywacji HIF-1, również potwierdzają rolę RFT 
w stabilizacji H IF-la [22], W innych doświadczeniach poka­
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zano, że w  fibroblastach pobranych od pacjentów z syndro­
mem Leigha, które wykazują szczątkowy poziom aktywności 
łańcucha oddechowego, ale które nie są zdolne do fosforylacji 
oksydacyjnej, niedotlenienie prowadzi do stabilizacji HIF-la. 
Sugeruje to, że stabilizacja HIF-a jest zależna od produkcji RFT 
przez mitochondria, ale nie od fosforylacji oksydacyjnej [23],

W pływ niedotlenienia na produkcję RFT nie jest jednak jed­
noznacznie określony, ponieważ wiele grup pokazało zwięk­
szenie poziomu RFT podczas hipoksji, podczas gdy inni opi­
sują efekt wręcz przeciwny. Rozbieżności mogą być spowo­
dowane nie tylko różnicami w typach komórek czy różnicami 
międzygatunkowymi, ale mogą wynikać z odmiennego wpły­
w u różnych czasów trwania hipoksji na produkcję RFT [15].

MECHANIZM WPŁYWU REAKTYWNYCH 
FORM TLENU NA STABILIZACJĘ HIF-a

Wśród innych teorii dotyczących roli RFT w stabilizacji 
HIF-a należy zwrócić uwagę na bezpośredni wpływ RFT na 
aktywność enzymu PHD2. Zaproponowano kilka hipotez do­
tyczących mechanizmu regulaqi aktywności PHDs przez RFT 
(Rys. 4). Pierwsza z nich sugeruje istotną rolę jonów żelaza. 
Nadtlenek wodoru uczestniczy w reakcji Fentona, której dru ­
gim substratem są właśnie jony żelaza Fe2+. W reakcji tej Fe2+ 
jest utleniane do Fe3+ i dodatkowo powstają rodnik wodoro­
tlenowy i anion wodorotlenkowy. Ponieważ Fe2+ jako kofaktor 
jest niezbędny do działania PHDs, utlenianie Fe2+ powoduje 
zahamowanie aktywności PHDs, co w konsekwencji prowadzi 
do stabilizacji HIF-a [15], Rolę żelaza w stabilizacji HIF-a po­
twierdzają badania z wykorzystaniem deferoksaminy (DFO), 
związku będącego chelatorem jonów Fe2+, który właśnie dzię­
ki tej właściwości prowadzi do stabilizacji HIF-a w  warunkach 
normoksji [24], Pokazano również, iż RFT poprzez zahamowa­
nie czynnika transkrypcyjnego JunD i zmniejszenie ekspresji 
genów antyutleniających powodują inaktywację PHD2 na 
skutek utlenienia Fe2+ w  domenie katalitycznej tego enzymu. 
Sugeruje się także, iż RFT mogą wpływać na wiązania S-S w 
PHD2 i w  ten sposób zmieniać aktywność enzymatyczną.

zmiany w szlakach 
przekazywania sygnału

• p38
• AMPK (szlak zależny od 
JNK i JAK2)
• c-Src

modyfikacja mostków utlenianie Fe2*
disiarczkowych w PHDs w reakcji Fentona

i

PHDs

HIE-aj

Rycina 4. Hipotezy dotyczące w pływ u RFT na stabilność HIF-a poprzez zaham o­
w anie  PHDs. ROS m ogą wpływ ać na szlaki p rzekazyw ania sygnałów  prow adząc 
do  potranslacyjnych modyfikacji PHDs, m ogą modyfikować m ostki disiarczkowe 
w  PHDs albo też utleniać Fe2+ ham ując aktywność PHDs.

Innym możliwym sposobem działania RFT jest urucho­
mienie kaskady sygnałowej, która prowadzi do zahamowania 
potranslacyjnych modyfikacji PHDs [9], Pokazano, iż kinaza 
aktywowana 5'-AMP (AMPK) odgrywa rolę w  stabilizacji i 
aktywacji HIF-la indukowanej przez H ?Ov prawdopodob­
nie poprzez zahamowanie ubikwitylacji HIF-la. Regulaqa 
H IF-la przez AMPK w odpowiedzi na RFT jest zależna od 
N-końcowej 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 wskazują na rolę kinazy p38, jako że fibroblasty 
pozbawione białek p38 lub MKK3/6, będącego kinazą akty­
wującą p38, nie są w  stanie stabilizować HIF-a ani w hipoksji, 
ani w  warunkach stresu oksydacyjnego [27], W przekazywa­
niu sygnału od RFT prowadzącego do stabilizaqi H IF-la w  hi­
poksji pośredniczy również c-Src [28], Co więcej, na stabilizaqę 
H IF-la podczas niedotlenienia ma wpływ poziom utlenienia 
glutationu [29-30],

REAKTYWNE FORMY TLENU, HIF A NRF2

Jak wiadomo, zbyt wysoki poziom RFT prowadzi do po­
wstawania zmian niekorzystnych dla komórki, jednak pro­
dukcja RFT w warunkach niedotlenienia wydaje się być na 
tyle niska, że nie wywołuje stanów patologicznych. Wiadomo, 
iż znaczne zwiększenie poziomu RFT powoduje uruchomie­
nie odpowiedzi anty utleniającej, w  której istotną rolę odgrywa 
czynnik transkrypcyjny Nrf2 (ang. nuclear erythroid 2-related 
factor). Nasze ostatnie badania wykazały, iż ekspresja i aktyw­
ność tego czynnika jest zmniejszona w stanach niedotlenienia 
wraz z równoczesną indukcją ekspresji genu czynnika Bachl, 
który jest represorem aktywności Nrf2. Co więcej, nadproduk­
cja H IF-la  obniża syntezę Nrf2 i indukuje mRNA Bachl [31], 
reoksygenacja natomiast powoduje aktywację Nrf2 [32],

STABILIZACJA HIF-a W ANOKSJI

Co ciekawe, badania sugerują, iż mechanizm stabilizacji 
HIF-a w hipoksji i anoksji (całkowity brak tlenu) przebiega 
inaczej. W komórkach rho(0), w  których nie ma stabilizacji 
H IF-la w  warunkach niedotlenienia, podczas anoksji docho­
dzi do zwiększenia jego poziomu. Stymulacja tych komórek 
deferoksaminą powoduje stabilizację HIF-la, co sugeruje, że 
proces stabilizacji HIF przez PHDs jest prawidłowy. Dodatko­
wo, rotenon (inhibitor kompleksu I) hamuje stabilizaqę H IF-la 
w hipoksji, ale nie w anoksji, sugerując rolę mitochondrialnego 
łańcucha oddechowego w warunkach obniżonego stężenia tle­
nu ale nie przy jego całkowitym braku [18]. Z drugiej strony, w 
komórkach nie posiadających kluczowych elementów łańcu­
cha oddechowego, zdolność do stabilizacji HIF w anoksji jest 
przywrócona. Możliwe jest, że w  anoksji do stabilizacji H IF-la 
dochodzi poprzez zahamowanie aktywności PHDs wywołane 
całkowitym brakiem tlenu.

ROLA KOMPLEKSU III W  STABILIZACJI HIF

Klimova i Chandel [33] zaproponowali hipotezę dotyczą­
cą szczególnej roli kompleksu III w  stabilizacji HIF-a podczas 
niedotlenienia. Mimo, iż zarówno kompleks I, II i III mogą ge­
nerować anionorodnik ponadtlenkowy, to dwa pierwsze kom­
pleksy uwalniają go do macierzy mitochondrialnej, podczas
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gdy tylko kompleks III może go uwalniać zarówno do prze­
strzeni między błonowej jak i do macierzy mitochondrialnej. 
W ewnętrzna błona mitochondrialna jest nieprzepuszczalna 
dla większości drobnocząsteczkowych związków, co powo­
duje, iż anionorodniki ponadtlenkowe uwalniane do macierzy 
mitochondrialnej nie są przenoszone do cytosolu, tylko dys- 
mutowane do H 20 2 i 0 2 przez SOD-2. Zupełnie inaczej dzieje 
się z rodnikami uwalnianymi do przestrzeni międzybłonowej, 
ponieważ zewnętrzna błona mitochondrialna jest przepusz­
czalna dla drobnocząsteczkowych związków. W warunkach 
niedotlenienia anionorodniki ponadtlenkowe są uwalniane 
przez kompleks III do cytosolu, gdzie ulegają przekształceniu 
do H 20 2 [33],

Niezbędność funkcjonalnego kompleksu III do stabilizacji 
HIF-1 a  w  warunkach niedotlenienia została pokazana dzięki 
wykorzystaniu zahamowania ekspresji białek Rieskego kom­
pleksu III za pomocą siRNA, który powodował obniżenie 
stabilizacji HIF-1 a  i produkcji RFT indukowanych przez hi­
poksję. Sugeruje to rolę mitochondriów jako sensora poziomu 
0 2, który poprzez uwalnianie RFT do cytoplazmy powoduje 
stabilizację H IF-la podczas hipoksji [34], Co więcej, używając 
komórek pozbawionych cytochromu b udowodniono, że to 
miejsce Qo w kompleksie III zwiększa poziom RFT prowadząc 
do stabilizacji H IF-la podczas niedotlenienia. Komórki bez cy­
tochromu b generują RFT stabilizując HIF-a, ale dodatkowe 
zahamowanie w  nich białek żelazowo-siarkowych Rieskego 
kompleksu III za pomocą siRNA zmniejsza generację RFT w 
miejscu Qo kompleksu III. Traktowanie komórek typu dzikie­
go stigmateliną (inhibitor kompleksu III) również hamuje ge­
nerację RFT w miejscu Qo kompleksu III [35]. Rolę kompleksu 
III w  regulacji odpowiedzi na niedotlenienie potwierdzają też 
badania z wykorzystaniem nadekspresji oraz wyciszenia przez 
siRNA podjednostki UQCRB mitochondrialnego kompleksu 
III [36]. Heterozygotyczne myszy z mutacją Mclkl (+/-), białka 
mitochondrialnego niezbędnego do biosyntezy ubichinonu, 
wykazują zwiększony poziom podstawowego jak i indukowa­
nego przez niedotlenienie HIF-la, a komórki z wyłączonym 
genem Mclkl charakteryzują się zwiększoną produkcją RFT w 
mitochondriach oraz podniesionym poziomem HIF-la. Wy­
korzystanie peptydów antyoksydacyjnych specyficznych dla 
mitochondriów potwierdziło znaczenie zmienionego metabo­
lizmu RFT dla stabilizacji H IF-la w niedotlenieniu [37],

METABOLIZM KWASU CYTRYNOWEGO A HIF

Mitochondria mogą regulować aktywność HIF nie tylko 
przez RFT, ale również poprzez związki uczestniczące w cy­
klu kwasu cytrynowego, który ma miejsce w macierzy mitro- 
chondrialnej. Produkty przejściowe tego cyklu mogą regulo­
wać aktywność PHDs, stabilność HIF i odpowiedź komórki 
na niedobór tlenu. Bursztynian (jeden z produktów reakcji 
katalizowanej przez PHDs) działa jako inhibitor kompetycyj- 
ny PHDs [38]. Dodanie a-ketoglutaranu (jeden z substratów 
PHDs) odwraca zahamowanie aktywności PHDs wywołane 
przez bursztynian. Inny metabolit cyklu, fumaran, również 
obniża aktywność PHDs podnosząc poziom HIF [39], Analog 
a-ketoglutaranu -  dimetylooksoalliloglicyna (DMOG), ham u­
je aktywność PHDs i stabilizuje HIF [31], Inne metabolity glu­
kozy, jak szczawiooctan, także wpływają na aktywność PHDs
[40], Szczawiooctan i pirogronian wiążą się z miejscem wiąza­
nia ketoglutaranu w PHDs inaktywując hydroksylację HIF-la.

Ponieważ HIF-1 promuje glikolizę, indukcja HIF-1 przez me­
tabolity glukozy może stanowić nowy mechanizm stabilizacji 
tego czynnika w  rozwoju nowotworów [41],

M IT O C H O N D R IA  A HIF-2

Większość badań skupia się na określeniu wpływu mitochon­
driów na HIF-1. Jednak coraz częściej pojawiają się prace dążące 
do zbadania procesów stabilizacji HIF-2 w warunkach niedotle­
nienia. Doświadczenia prowadzone przez Browna i Nurse'a [42] 
dotyczące powiązań HIF-2a i aktywności mitochondrialnej po­
kazały zależną od czasu i stężenia tlenu stabilizację HIF-2a w hi­
poksji. Dodatkowo wyciszenie przy pomocy siRNA żelazowo- 
siarkowych białek Rieskego (element kompleksu III), oksydazy 
cytochromu c (kompleks IV) lub brak funkcjonalnych mitochon­
driów (komórki rho(0)) blokowało stabilizację HIF-2a podczas 
hipoksji. Farmakologiczne inhibitory kompleksu I (rotenon), 
kompleksu III (myksotiazol, antymycyna A) oraz kompleksu IV 
(cyjanek) również blokowały stabilizację HIF-2a. Co ciekawe, 
inhibitory te wpływały na poziom HIF-2a tylko w przypadku 
łagodnej i umiarkowanej hipoksji (2- 6% 0 2), ale nie w  przypad­
ku niższego stężenia tlenu. Zmiany poziomu RFT uzyskane za 
pomocą zmiataczy wolnych rodników, jak N-acetylocysteina 
(NAC) czy troloks, jak również dostarczenie LĘC/ nie wpływały 
na stabilizację HIF-2a, co sugeruje, iż 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 sugerują natomiast, iż produkcja 
RFT przez mitochondria jest konieczna do stabilizacji zarówno 
HIF-la jak i HIF-2a w warunkach niedotlenienia (1,5% 0 2). Po­
kazali oni, iż brak cytochromu c uniemożliwia stabilizację HIF-a 
w  hipoksji. Co więcej dostarczenie H2On lub anoksja prowadzi 
do stabilizacji HIF-a mimo braku funkcjonalnych mitochon­
driów (brak cytochromu c) [43], Badania dotyczące roli RFT 
powstałych nie w mitochondrialnym łańcuchu oddechowym, 
ale generowanych na skutek aktywacji NOX4 (jednej z izoform 
oksydazy NADPH), pokazują, iż RFT generowane przez NOX4 
zwiększają poziom HIF-2a poprzez zmniejszenie wiązania 
pVHL. Nadprodukcja NOX4 nasila aktywność 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 również obniżenie poziomu HIF-la 
oraz zmniejsza ekspresję genu docelowego, VEGF [45], Wyniki 
te sugerują, iż RFT produkowane nie tylko przez mitochondria 
mogą powodować zmiany w stabilności HIF-2a.

Rola mitochondriów i RFT w stabilizacji zarówno HIF-la jak 
i HIF-2a podczas niedotlenienia nie jest do końca poznana. Zło­
żony sposób regulacji H IF-la i HIF-2a zależny od czasu trwa­
nia i poziomu niedotlenienia sprawia, iż wzajemne powiązanie 
gospodarki redoks i stabilizacji HIF-a wymaga dalszych badań.

INNE M ECHANIZM Y REGULUJĄCE STABILNOŚĆ H IF-la

Obok niedotlenienia i generowanych RFT, również tlenek 
azotu (NO) i powstające z niego w wyniku przemian meta­
bolicznych reaktywne formy azotu (RFA) mogą modulować 
aktywność HIF-1. Co ciekawe, działanie NO jest odmienne w 
warunkach normoksji i hipoksji, prowadząc odpowiednio do 
stabilizacji i destabilizacji czynnika HIF-la.
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TLENEK AZOTU STABILIZUJE HIF-la W NORMOKSJI

Wiele niezależnych badań przeprow adzonych na róż­
nych rodzajach komórek wskazuje, że chemiczne donory 
NO, indukcja syntaz NO oraz produkcja NO w kulturach 
kom órkow ych zwiększa stabilizację białka H IF-la  oraz 
indukuje transkrypcję genów docelowych w warunkach 
normoksji [46-47]. Również prace naszej grupy pokazały, iż 
ekspresja VEGF jest indukow ana przez NO w komórkach 
śródbłonka czy komórkach mięśni gładkich [48].

W badaniach w pływ u NO używ ano wielu donorów 
NO. Najbardziej fizjologicznym donorem  jest GSNO (S- 
nitrozoglutation), którego czas półtrw ania wynosi kilka go­
dzin. Dostępne są również związki o bardzo długim  okresie 
półtrw ania (np. 18 h dla NOC-18), jak i donory o krótkim 
czasie półtrw ania (np. 20 m in dla NOC-5) [46]. Chociaż w  
wielu badaniach używ ano również n itroprusydku sodu 
jako donora NO, należy pamiętać o innych produktach jego 
rozpadu  (jony żelaza, cyjanek), które mogą wywierać dzia­
łanie niezależne od NO.

Badania mechanizmu molekularnego działania NO na HIF- 
1 już dosyć wcześnie wykluczyły udział cyklazy guanylowej 
(CG) i 3',5'-cyklicznego guanozynu monofosforanu (cGMP), 
czyli głównych mediatorów NO w układzie naczyniowym [49]. 
Doświadczenia pokazały, że antagoniści CG i analogi cGMP 
ani nie osłabiają ani nie zwiększają akumulaqi HIF-la. Obser­
wowano natomiast zmniejszenie ubikwitylaqi HIF-la i zaha­
mowanie wiązania białka pVHL do H IF-la [47], co sugeruje, 
że NO w sposób bezpośredni hamuje hydroksylację HIF-la. 
Rzeczywiście, w  badaniach in vitro wykazano zależne od użytej 
dawki hamowanie aktywności hydroksylaz prolinowych przez 
GSNO (0,1 do 1 mM). Ponadto, badania w obecności innego 
donora NO, NOC-18, wykazały zwiększenie syntezy HIF-la 
na drodze zależnej od PI3K oraz kinaz z rodziny MAPK [50], 
Autorzy obserwowali jednak, że efekt różnych donorów NO na 
oddziaływanie HIF-la z białkiem pVHL jest odmienny (NOC- 
18 nie zaburzał oddziaływania, a GSNO powodował osłabione 
oddziaływanie), co wynika z generowania różnych RFA pod 
wpływem donorów NO.

TLENEK AZOTU DESTABILIZUJE HIF-la W HIPOKSJI

Około 10 lat temu obserwacje kilku grup wykazały, że w 
w arunkach niedotlenienia wpływ NO na HIF-1 jest zupełnie 
odmienny, niż ten obserwowany w warunkach normalnego 
stężenia tlenu, bowiem odnotowano hamujący wpływ RFA 
na indukow aną niedotlenieniem akumulację H IF-la [51-53], 
Sogawa i wsp. podkreślili, że donory NO hamują wiązanie 
się H IF-la  z DNA w warunkach niedotlenienia lub po trak­
towaniu CoCl2 [51]. Liu i wsp. poinformowali, że NO osłabia 
wiązanie HIF-1 z DNA, a w  zahamowaniu produkcji genu 
regulowanego przez HIF-1, VEGF przez NO pośredniczy 
cGMP [52]. Zaobserwowano również, że NO zapobiega aku­
mulacji H IF-la  w  warunkach niedotlenienia działając na do­
menę ODD w H IF-la i to właśnie obecność tej domeny jest 
niezbędna do odwrócenia stabilizacji H IF-la w  warunkach 
hipoksji pod wpływem RFA [53]. Wyniki te zostały potwier­
dzone przez Hagena i wsp., którzy wykazali, że mutacja w 
miejscach kodujących reszty proliny odpowiedzialne za wią­
zanie białka pVHL (P402A/P564A-HIF-la) powoduje, że

poziom H IF-la nie ulega zmianie pod w pływ em  NOC-18 w 
warunkach niedotlenienia [13].

M echanizm działania NO w  hipoksji może być związany 
z redystrybucją tlenu, gdyż NO, jako inhibitor kom pleksu 
IV łańcucha oddechowego, hamuje zużycie tlenu w mito- 
chondriach. Powoduje to w zrost dostępności tlenu dla in­
nych enzymów, m.in. dla PHDs, które pom im o w ystępują­
cej hipoksji, kierują H IF -la  na drogę degradacji.

WPŁYW TLENKU AZOTU NA PHDs/
FIH-1 W NORMOKSJI I HIPOKSJI

Ostatnio stwierdzono, że w pływ  NO na aktywację HIF-1 
w w arunkach normoksji jest wynikiem  zaham ow ania hy- 
droksylacji reszt proliny [47], a zatem  PHDs m ogą stano­
wić bezpośrednie lub pośrednie cele NO. O ddziaływ ania 
pom iędzy NO i jonami żelaza mogą być jednym  z m echa­
nizmów, poprzez który dochodzi do ham ow ania PHDs, po­
nieważ NO bezpośrednio wiąże się z jonami Fe2+ w hemie 
lub w białkach niehemowych, zawierających żelazo. H y­
droksylazy prolinowe zawierają Fe2+ w dom enie katalitycz­
nej, dlatego NO może konkurować z tlenem cząsteczkowym 
o miejsce katalityczne i ham ować aktywność enzym u [47],

Pierwsze dowody na to, że NO może bezpośrednio od­
działywać z PHDs wynikały z pracy Metzen i wsp. [47], A u­
torzy dowiedli, że akumulacja H IF-la pod w pływ em  NO 
była niezależna od transkrypcji genu lub translacji białka 
H IF-la  lecz została spowodowana przez ham owanie degra­
dacji HIF-1. Donor NO, GSNO hamował oddziaływanie HIF- 
la-pV H L i znacznie zmniejszał ubikwitylację H IF-la. Dane 
te sugerują, że nagromadzenie aktywnego H IF-la  wynika z 
bezpośredniego hamowania PHD1, 2 lub 3 [47], ale izoforma 
PHD2 odgrywa w tym procesie kluczową rolę [54].

Oprócz ham owania aktywności PHDs, NO zmniejsza 
rów nież aktywność FIH-1, ale do tego celu konieczne są 
wyższe stężenia NO ze względu na większe pow inow actw o 
FIH-1 do O, w  porów naniu do PHDs [55], Bezpośrednie ha­
m owanie PHDs i FIH-1 przez NO wyjaśnia zarów no zwięk­
szoną akumulację H IF -la  jak i nasiloną ekspresję zależnych 
od HIF-1 genów docelowych takich jak VEGF.

W warunkach niedotlenienia aktywność PHDs wydaje się 
być regulowana przez NO w sposób zależny od użytej dawki. 
Wysokie stężenia NO (> 1 pM) stabilizują H IF-la niezależnie 
od stężenia tlenu, podczas gdy niskie stężenia NO (<0.4 pM) 
destabilizują H IF-la w  warunkach niedotlenienia. Podobny 
efekt obserwowano, podczas użycia wysokich lub niskich stę­
żeń NO stosując NOC-18 (odpowiednio 500-1000 pM i 50-100 
pM) [56],

PO D SU M O W A N IE

Poznawanie mechanizmów aktywacji czynników trans- 
krypcyjnych w warunkach hipoksji stanowi coraz częstszy 
temat badań. Spośród tych czynników najistotniejszy wydaje 
się HIF-1, ale stopniowo rośnie również zainteresowanie czyn­
nikiem HIF-2. Niemniej jednak nadal wiele pytań pozostaje 
bez odpowiedzi. Jest to spowodowane niekiedy brakiem wła­
ściwych narzędzi badawczych, jak np. sond pozwalających 
na pomiar poziomu RFT w poszczególnych przedziałach ko­
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mórkowych, a w  szczególności w mitochondriach. Kolejnym 
problemem jest sprawdzenie roli mitochondriów oraz stresu 
oksydacyjnego w aktywacji HIF w układach bardziej złożo­
nych: tkankach oraz całych organizmach. Mimo, iż mitochon­
dria wydają się odgrywać istotną rolę w  stabilizacji HIF-a pod­
czas hipoksji, to dokładna rola generowanych przez nie RFT i 
RFA oraz mechanizm ich działania wymaga dalszych badań. 
Dogłębne zrozumienie mechanizmów fizjologicznej aktywacji 
HIF i roli stresu oksydacyjnego w tym procesie, a także po­
znanie różnic w  aktywacji i aktywności oraz wzajemnych po­
wiązań obu izoform może przyczynić się do wyjaśnienia przy­
czyn rozwoju chorób, w których HIF odgrywa ważną rolę i do 
opracowania właściwej strategii leczenia. Oczywiście podczas 
hipoksji aktywowane są również inne czynniki, jak NF-kB, a 
oddziaływania między tymi czynnikami, HIF a stresem oksy­
dacyjnym podczas niedotlenienia również stanowią interesu­
jący temat badań.
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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 białka p66Shc w fizjologii i patologii

STRESZCZENIE

Białko adaptorowe p66Shc już od ponad dekady stanowi przedmiot zainteresowania wielu 
grup badawczych na całym świecie. Prowadzone w ostatnim czasie badania przyczyni­

ły się do poznania jego budowy oraz scharakteryzowania podstawowych funkcji jakie może 
pełnić w komórce. Pomimo niewątpliwie ogromnego postępu w badaniach nad p66Shc, do 
wyjaśnienia pozostaje mechanizm potencjalnego wpływu tego białka na metabolizm mito- 
chondriów, a tym samym na stan energetyczny komórki. Niezwykle interesująca jest kwestia 
czy p66Shc jest kluczowym elementem odpowiedzi komórki na stres oksydacyjny, co może 
w efekcie mieć wpływ na długość życia organizmu. Fosforylacja reszty serynowej 36 białka 
p66Shc uruchamia kaskadę zdarzeń prowadzących do zwiększenia produkcji reaktywnych 
form tlenu (RFT) w komórce. Sformułowana przez Harmana, w latach 50-tych ubiegłego stule­
cia, wolnorodnikowa teoria starzenia się organizmów zakłada, że „niekontrolowany" wzrost 
poziomu RFT może prowadzić do uszkodzeń białek, lipidów, a także DNA. Kumulacja takich 
uszkodzeń w komórkach może z czasem negatywnie wpływać na funkcje tkanek i narządów, 
prowadząc do powstawania stanów patologicznych, a czasami nawet do przedwczesnej śmier­
ci organizmu. Potwierdzona doświadczalnie wiedza o udziale białka p66Shc w produkcji RFT 
oraz jego wpływie na długość życia organizmu pozostaje niekompletna i ciągle jeszcze wy­
maga wielu dodatkowych badań, które umożliwią lepsze poznanie mechanizmów rządzących 
procesami starzenia oraz powstawania rozmaitych patologii związanych z występowaniem 
stresu oksydacyjnego. Niniejsza praca jest próbą usystematyzowania istniejącej wiedzy na te­
mat białka p66Shc, jego budowy oraz funkcji. Zwrócono także uwagę na najciekawsze aspekty 
i wyniki badań w różnych modelach in vivo i in vitro w kontekście stresu oksydacyjnego i 
związanych z nim patologii oraz starzenia.

W PROW ADZENIE -  R O D Z IN A  BIAŁEK She

Badania prowadzone na początku lat 90-tych ubiegłego wieku doprowadziły do 
poznania sekwencji kodującej białka She. Znaleziono wówczas dwa transkrypty bę­
dące prawdopodobnie produktami tego genu, co wskazywało na istnienie dwóch 
kodonów inicjacji transkrypcji. Odkryto wtedy sekwencje kodujące białka p46Shc 
oraz p52Shc [1 ]. Trzecia izoforma She (białko p66Shc) została zidentyfikowana nieco 
później, bo dopiero w 1997 roku. Jak się wtedy okazało, chociaż sekwencja kodu­
jąca to białko zajmuje ten sam locus co sekwencja kodująca białka p42/p52 She, to 
znajduje się ona pod kontrolą alternatywnego promotora transkrypcji [2]. Pomimo, 
że regulacja syntezy białek She była jeszcze wtedy niejasna, wnioskowano, że regu­
lacja promotora właściwego dla sekwencji kodującej daną izoformę umożliwia ich 
tkankowo-specyficzną syntezę [1,2]. Z doniesień grupy Pelliciego wynikało, że eks­
presja genu kodującego białko p66Shc jest regulowana na drodze modyfikacji epi- 
genetycznych, głównie przez deacetylację histonów i metylację sekwencji CpG [3,4].

Interesujące wydaje się, że wspólny motyw, charakterystyczny dla wszystkich 
białek She jest obecny nawet u bezkręgowców, co może wskazywać na wspólne­
go przodka genu kodującego białka z rodziny She. Mimo to białka różnych orga­
nizmów zostały zaklasyfikowane do odmiennych grup. Właściwą grupę tworzą 
białka She człowieka oraz myszy, homologiczne do nich są: białka Rai (człowieka 
oraz myszy) oraz białka Sli (człowieka, myszy i szczura). W innej grupie znalazły 
się homologi odnajdywane u Drosophila (dShc), a także białka homologiczne do 
She u ryby Fugu rubripes [5].

Tkankowo-specyficzna synteza białek She stała się podstawą ich podziału na 
trzy podrodziny A, B i C. Aby uporządkować systematykę białek She przyjęto, że 
grupa ShcA to właściwe białka She, natomiast ShcB to białka Sli, a ShcC to biał­
ka Rai [5]. Białka ShcA odnajdujemy w komórkach prawie wszystkich typów, jed­
nakże w komórkach hemopoetycznych, limfocytach krwi obwodowej, neuronach 
mózgu oraz niektórych komórkach nowotworowych ich poziom jest stosunkowo 
niski [6]. Powyższe dane są nieco nieprecyzyjne, jako że zostały oparte wyłącznie 
na badaniach poziomu mRNA, co nie zawsze koreluje z poziomem tych białek w  
komórkach poszczególnych typów. Nasze ostatnie badania [7] wskazują, że białko 
póóShc występuje w większości narządów i tkanek oprócz ośrodkowego układu
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nerwowego. Potwierdziło to tym samym doniesienia włoskich 
naukowców mówiące o tym, że w  trakcie rozwoju komórek 
nerwowych, pod wpływem odpowiednich sygnałów następu­
je zmiana profilu ekspresji genów, co prowadzi do wyciszenia 
genów kodujących białka ShcA, w  tym p66Shc. Zjawisku temu 
towarzyszy natomiast aktywacja genów kodujących białka z 
podrodzin ShcB i ShcC [8,9], które są charakterystyczne dla 
komórek nerwowych [10].

B U D O W A  BIAŁEK Z PO D RO DZIN Y  ShcA

Wszystkie białka ShcA łączy wspólny schemat budowy 
(Ryc. 1). Zbudowane są one z trzech funkcjonalnie identycz­
nych domen: domeny SH2 (ang. Src homology domain 2) na 
C-końcu, centralnie położonej domeny CHI (ang. Collagen Ho­
mology domain 1) i domeny PTB (ang. Phosphołyrosine binding 
domain) położonej w  przypadku p46Shc i p52Shc na N-końcu 
[5], Domeny PTB oraz SH2 mają zdolność wiązania fosfotyro- 
zyny, lecz różnią się od siebie sekwencją aminokwasową oraz 
strukturą przestrzenną [2]. To, co odróżnia białko p66Shc od 
pozostałych dwóch izoform (p46Shc, p52Shc), to obecność na 
N-końcu dodatkowej, bogatej w  reszty glicyny i proliny, do­
meny CH2 (ang. Collagen Homology domain). Zawiera ona w  
pozycji 36 resztę seryny, której fosforylacja ma istotne znacze­
nie dla proapoptotycznych właściwości tego białka i odgrywa 
znaczącą rolę w  odpowiedzi komórki na stres oksydacyjny 
wywoływany różnymi czynnikami np. reperfuzją następującą 
po okresie niedotlenienia lub działaniem promieniowania UV 
[11,12], Dodatkowo pomiędzy domenami CH2 i PTB białka 
p66Shc znajduje się region CB (ang. Cytochrome c Binding doma­
in) odpowiedzialny za wiązanie cytochromu c [13].

ROLA BIAŁKA p66Shc W  W A RU NK AC H  
FIZJOLOGICZNYCH

W warunkach fizjologicznych białka z rodziny Shc są sub- 
stratami dla białkowych kinaz tyrozynowych związanych

Rycina 1. Schem at budow y białek z podrodziny  ShcA. UV — prom ieniow anie 
ultrafioletowe, PKCß — kinaza białkowa C ß, EGF -  nabłonkow y czynnik w zro ­
stu, PDGF — płytkow y czynnik w zrostu, NGF — nerw ow y czynnik wzrostu, 
Ins — Insulina, A ng II — angiotensyna II, TRK — receptory o aktywności kinaz 
tyrozynow ych, CB — region wiążący cytochrom  c (ang. Cytochrome c Binding do­
main), C H  — dom ena CH (ang. Collagen Homology domain), PTB — dom ena w iążą­
ca fosfotyrozynę (ang. Phosphołyrosine binding domain), SH2 — dom ena SH2 (ang. 
Src homology domain 2).
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z receptorami błonowymi, takimi jak EGFR, PDGFR, erbB- 
2R, InsR, FGFR, NGFR, a także wielu innych, co świadczy o 
uniwersalności szlaku przekazywania sygnałów z udziałem 
tych białek. Białka Shc są przekaźnikami sygnału od tychże 
receptorów do białka Ras, które związane jest ze ścieżką sy­
gnałową odpowiedzialną między innymi za regulację prolife­
racji komórki [2], W niektórych przypadkach białka Shc mogą 
być zaangażowane w przekazywanie sygnału od receptorów 
cytoplazmatycznych posiadających aktywność kinaz tyrozy­
nowych [14,15]. Fosforylacja tyrozyn w domenie CHI białka 
p66Shc zachodzi również w przypadku przekazywania sy­
gnału do receptorów cytokin i hormonów, a także tych zwią­
zanych z białkiem G.

Domena SH2 pełni kluczową rolę w  oddziaływaniu bia­
łek z rodziny ShcA z receptorami błonowymi o aktywności 
kinaz tyrozynowych (TRK), np. receptorem nabłonkowego 
czynnika wzrostu (EGF). Podczas aktywacji receptora EGF, 
białko p66Shc podobnie jak p46Shc i p52Shc ulega fosforylacji 
w  resztach tyrozynowych obecnych w domenie CH I [1], Ufos- 
forylowane białka p46Shc i p52Shc (przede wszystkim reszty 
Tyr317) mają zdolność wiązania się z cytosolowym białkiem 
adapterowym  Grb2, które występuje w  kompleksie z białkiem 
Sos (ang. Son of sevenless exchange protein). Ich oddziaływanie 
z kompleksem Grb2-Sos przez przyłączenie cząsteczki GTP 
aktywuje białko Ras [2,16]. Z aktywacją ścieżki Ras w  komór­
ce wiąże się szereg różnych procesów począwszy od indukcji 
proliferacji, przez adaptacyjne zmiany ekspresji genów, aż do 
stanów patologicznych związanych z rozwojem nowotworów 
[17]. Dostępne w  literaturze dane wskazują, że do aktywacji 
białka Ras wcale nie musi być konieczne oddziaływanie biał­
ka Grb2 z p46shc lub p52Shc. Sugeruje się tym samym, że od­
działywanie tych białek z Grb2 ma za zadanie wzmacnianie 
sygnału pochodzącego od receptora. Ufosforylowane w  do­
menie CHI białko p66Shc także może wiązać się z białkiem 
Grb2, jednakże w tym przypadku nie dochodzi do aktywacji 
białka Ras. Uważa się, że białko p66Shc konkurując z p46Shc 
i p52Shc o wiązanie się z Grb2, zmniejsza aktywność ścieżki 
przekazywania sygnału, co z kolei przekłada się na zahamo­
wanie proliferacji [2,18], O tym, jak istotne białka Shc są dla 
funkcjonowania komórki może świadczyć fakt, iż usunięcie 
kodującego je genu skutkuje śmiercią organizmu w okresie 
embrionalnym [19]. Natomiast zwiększenie poziomu białek 
Shc skutkuje przyśpieszeniem proliferacji po stymulacji komó­
rek EGF, GM-CSF lub trombiną [1],

ODPOW IEDŹ KOMÓRKI N A  STRES 
OKSYDACYJNY -  ROLA BIAŁKA p66Shc

Od 1999 roku badania nad białkiem p66Shc uzyskały zupeł­
nie nowy wymiar poznawczy. Ukazanie się przełomowej pra­
cy grupy prof. Pelliciego z Mediolanu doprowadziło do wzro­
stu zainteresowania wśród badaczy proapoptotycznymi wła­
ściwościami tego białka [20]. Jako model w  swoich badaniach 
grupa włoska wykorzystała myszy pozbawione genu kodują­
cego białko p66Shc (póóShc7 ). Ich badania pokazały, że brak 
białka p66Shc może znacząco wydłużać życie myszy. Żyją one 
aż 30-40% dłużej niż myszy o dzikim fenotypie. Interesujący 
jest także fakt, iż takie myszy rozmnażają się i rozwijają nor­
malnie. Nie obserwuje się u nich zwiększonej tendencji do po­
wstawania nowotworów czy zaburzeń hormonalnych. Dodat­
kowo, myszy p66Shcv' mają zwiększoną odporność na stres
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oksydacyjny wywołany podaniem parakwatu oraz są bardziej 
oporne na uszkodzenia będące skutkiem ischemii i hypercho- 
lesterolemii [20,21], Komórki pozbawione białka p66Shc trud­
niej ulegają apoptozie wywoływanej przez nadtlenek wodoru, 
UV, staurosporynę, jonofory wapniowe oraz brak czynników 
wzrostu [20,22,23], Zjawisko zwiększonej oporności na stres 
oksydacyjny komórek i zwierząt pozbawionych białka p66Shc 
było także przedmiotem badań Nemoto i Finkel [12], Wykazali 
oni, że podczas stresu oksydacyjnego w fibroblastach pozba­
wionych białka p66Shc wzrasta poziom katalazy i dysmutazy 
ponadtlenkowej 2 (SOD2). Według badaczy, to właśnie wyż­
szy poziom enzymów antyoksydacyjnych może nadawać ko­
mórkom p66Shc_/" wysoką oporność na stres oksydacyjny.

Odpowiedź komórki na stres oksydacyjny jest procesem zło­
żonym i wieloetapowym. Jak już wcześniej wspomniano, pod­
czas stresu oksydacyjnego dochodzi do ufosforylowania reszty 
serynowej w  pozycji 36 białka p66Shc przez jedną z kinaz sery- 
nowo-treoninowych. Le i wsp. wykazali, że w  przypadku pro­
mieniowania UV może to być kinaza JNK [24], Co ciekawe, nie 
zaobserwowano fosforylacji reszty serynowej białka p66Shc po 
działaniu na komórki promieniowaniem y. Dotychczas udało się 
wykazać, że reszta Ser36 białka p66Shc może być fosforylowana 
także przez kinazę białkowa C(3 (PKCP) [25] oraz kinazę ERK
[26]. Badania embrionalnych fibroblastów myszy bez p66Shc, 
(MEF p66Shc/_), do których wprowadzono plazmid kodujący 
p66Shc, niezawierający reszty serynowej w  pozycji 36 pokazały, 
że komórki takie są odporne na stres oksydacyjny podobnie jak 
fibroblasty w których brak jest syntezy białka p66Shc [20], Ob­
serwacje te potwierdziły, że fosforylacja reszty Ser 36 w białku 
p66Shc jest kluczową modyfikacją, która może decydować o ży­
ciu lub śmierci komórki.

W fosforylację p66Shc zaangażowane mogą być także 
szlaki związane z kinazą ASK1 [27] oraz p38 MAPK [28], 
która jest wrażliwa na szereg czynników zwiększających 
poziom  produkcji RFT w komórce takich jak: szok osmo- 
tyczny i termiczny, anizomycyna, H 2Ov UV, cytokiny pro- 
zapalne, interleukina 1 oraz LPS [28]. Aktywowany recep­
tor TGF-(3 typu I także jest zdolny do fosforylacji zarówno 
reszt tyrozynowych jak i serynowych w białkach ShcA, 
przy czym przeważająca fosforylacja reszt seryny zmniej­
sza udział ścieżki związanej z kinazami ERK i MAPK [29], 
Ciekawostką jest, że zależna od Racl fosforylacja reszt ami- 
nokwasowych p 66Shc, Ser54 i Thr386 prow adzi do zwięk­
szenia stabilności białka p66Shc (poprzez obniżenie możli­
wości jego ubikwitynylacji) [30].

Konsekwencją fosforylacji jest izomeryzacja białka p66Shc 
katalizowana przez izomerazę prolylową 1 (Pini). Jest to 
izomeraza peptydylo-prolylowa katalizująca izomeryzację 
wiązań cis-trans reszt Ser/Thr-Pro ufosforylowanych bia­
łek. Zmiana konformacji ufosforylowanego p66Shc umożli­
wia jego defosforylację przeprowadzaną przez fosfatazę 2A 
(PP2A) i przemieszczenie się białka p66Shc do mitochon- 
driów [25]. Związane z mitochondriami białko p 66Shc zabu­
rza ich strukturę, homeostazę wapniową, a także może wpły­
wać na ich metabolizm [31,32]. Kluczową rolą p66Shc w tym 
procesie jest to, że przyczynia się ono do zwiększenia pro­
dukcji reaktywnych form tlenu [25], Białko p66Shc ma zdol­
ność utleniania cytochromu c zarówno in vitro jak i in vivo, 
czemu towarzyszy powstawanie nadtlenku w odoru [13].
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WEWNĄTRZKOMÓRKOWA 
LOKALIZACJA BIAŁKA p66Shc

Jeszcze w  2004 roku postulowano, że białko p66Shc (poza 
cytosolem) obecne jest także w macierzy mitochondrialnej, 
gdzie oddziałuje z mitochondrialnym białkiem szoku ciepl­
nego mtHSP70 [22,33], Jednakże rok później, ta sama grupa 
opublikowała kolejną przełomową pracę dotyczącą białka 
p66Shc [13]. Autorzy nadal wskazywali na istotny związek 
tego białka z mitochondriami, jednakże nie podtrzymywali 
wcześniejszych stwierdzeń i przekonywali, że mitochondrial- 
ne p66Shc obecne jest głównie w mitochondrialnej przestrzeni 
międzybłonowej, lub też może być związane z zewnętrzną 
błoną mitochondrialną. Niestety, sytuacja stała się bardziej 
skomplikowana, gdy badania przeprowadzone na izolo­
wanych mitochondriach pokazały, że białko p66Shc nie ma 
możliwości przedostawania się do mitochondriów poprzez 
zewnętrzną błonę mitochondrialną [34]. Dowodem na to mo­
głyby być doświadczenia pokazujące, że rekombinowane biał­
ko p66Shc wywołuje pęcznienie tylko mitochondriów, których 
zewnętrzna błona mitochondrialną jest uprzepuszczalniona. 
W tym kontekście, interesujące wydają się także wyniki badań 
pokazujące, że białka She mogą być związane z siateczką śród- 
plazmatyczną, a aktywacja specyficznego receptora (m.in. dla 
nabłonkowego czynnika wzrostu, EGF) powoduje ich prze­
mieszczenie na peryferie komórki [16].

Na podstawie powyższych badań przyjęto, że w  komórce 
obecne są dwie pule białka p66Shc, cytosolowa i mitochon- 
drialna. Mimo wielu kontrowersji mitochondrialną lokalizacja 
białka p66Shc może mieć logiczne uzasadnienie, jeżeli przyjąć 
prawdziwość tezy przedstawionej przez grupę prof. Pellicie- 
go, że zarówno in vitro jak i in vivo białko p66Shc ma zdolność 
utleniania cytochromu c oraz, że temu procesowi towarzyszy 
powstawanie nadtlenku wodoru [13]. Jak już wcześniej wspo­
mniano, za wiązanie cytochromu c odpowiada region CB, obej­
mujący 52 reszty aminokwasowe pomiędzy domenami CH2 i 
PTB. Szczególnie istotne dla właściwości oksydoredukcyjnych 
p66Shc w tym fragmencie są: kwas glutaminowy (E125, E132, 
E133) oraz tryptofan (W134, W148). Mutacje zmieniające reszty 
aminokwasowe w tych pozycjach powodują utratę zdolności 
utleniania cytochromu c przez białko p66Shc, co jednakże nie 
wiąże się ze zmianą pozostałych funkcji i właściwości p66Shc 
[13]. Dodatkowo, za mitochondrialną lokalizacją białka p66Shc 
może przemawiać odkrycie zlokalizowanej wewnętrznie se­
kwencji kierującej to białko do mitochondriów [34],

Także ostatnie badania wykonane przez nasz zespół przy­
czyniły się do zweryfikowania dotychczasowych poglądów 
dotyczących wewnątrzkomórkowej lokalizacji p66Shc. Za­
stosowanie metody izolacji frakcji komórkowych o wysokiej 
czystości pokazało, że białko p66Shc związane jest z takimi 
frakcjami błon komórkowych, które stanowią miejsca oddzia­
ływania mitochondriów odpowiednio z błoną plazmatyczną 
— frakcja błon PAM (ang. plasma membrane-asociated membra­
nes) i siateczką śródplazmatyczną — frakcja błon MAM (ang. 
mitochondńa-associated membranes) [33,35].

Wszystkie modele opisujące wpływ p66Shc na metabolizm 
komórki oraz produkcję reaktywnych form tlenu zakładają 
przemieszczenie tego białka do mitochondriów. Opisywana 
mitochondrialną lokalizacja białka p66Shc nadal więc pozo­
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staje kwestią sporną. Jednakże w ogólnych rozważaniach na 
ten temat przyjmuje się, że po wspominanych powyżej mody­
fikacjach i zmianach konformacyjnych p66Shc przemieszcza 
się do frakcji błon związanych z mitochondriami (np. frakcja 
błon MAM) i oddziałuje z białkami zewnętrznej błony mito- 
chondrialnej [25,33,35]. W literaturze pojawiały się także prace 
pokazujące brak istotnej translokacji p66Shc z puli cytosolowej 
do mitochondriów [22], a także, że białko to może występo­
wać w kompleksie z białkami TIM-TOM odpowiedzialnymi 
za import białek do mitochondriów [36]. Dane dotyczące loka­
lizacji białka p66Shc w mitochondrialnej przestrzeni między- 
błonowej i jego oddziaływanie z cyt c [13] są jednak sprzeczne 
z wynikami badań przeprowadzonymi na izolowanych mito- 
chondriach, które pokazały, że p66Shc nie przenika poprzez 
zewnętrzną błonę mitochondrialną, gdyż rekombinowane 
białko p66Shc wywołuje pęcznienie wyłącznie mitochondriów 
z uprzepuszczalnioną błoną zewnętrzną [34], Mimo tak wie­
lu kontrowersji badacze nie mają wątpliwości, że fosforylacja 
reszty Ser36 białka p66Shc powiązana jest ze zwiększonym 
wewnątrzkomórkowym poziomem RFT, który może prowa­
dzić do zmian strukturalnych i bioenergetycznych mitochon­
driów (nawet do otwarcia mitochondrialnego megakanału)
[13]. Zwiększony poziom wolnych rodników, nawet jeśli w 
tym przypadku nie od razu wywoła apoptozę (zależną od 
białka p53) [37], to przyczynia się do wtórnych uszkodzeń w 
komórce, takich jak, peroksydacja lipidów, karbonylacja białek 
czy uszkodzenia DNA, co znajduje odzwierciedlenie w rozwi­
jających się z czasem stanach patologicznych.

WPŁYW p66Shc NA POZIOM ENZYMÓW 
ANTYOKSYDACYJNYCH

W świetle ostatnich badań, wyniki Nemoto i Finkel [12]. wy­
dają się potwierdzać, że wysoki poziom białka p66Shc z ufos- 
forylowaną resztą Ser36 przyczynia się do inaktywacji czyn­
ników transkrypcyjnych FKHRL (ang. forkhead transcńption 
factors), a w  szczególności FKHRL 1 (F0X03a), regulującego 
ekspresję genów kodujących enzymy antyoksydacyjne takie 
jak: katalaza [38] i SOD2, która odpowiada za ochronę przed 
anionorodnikiem ponadtlenkowym powstającym w macierzy 
mitochondrialnej. Komórki pozbawione białka p66Shc charak­
teryzują się zwiększoną aktywnością czynnika transkrypcyj- 
nego FKHRL1, a tym samym wyższym poziomem enzymów 
antyoksydacyjnych [12], co czyni je bardziej opornymi na stres 
oksydacyjny [25],

Niezwykle interesująca wydaje się sieć zależności pomię­
dzy fosforylacją reszty serynowej w  pozycji 36 białka p66Shc, 
indukowaną przez RFT ścieżką apoptozy oraz aktywacją biał­
ka p53. Nie w każdych jednak warunkach taka zależność wy­
stępuje, bowiem w komórkach nie posiadających p53 również 
obserwuje się apoptozę związaną ze szlakiem p66Shc [39], 
Niezależność szlaków iniqacji apoptozy zależnej od p66Shc 
i p53 może tłumaczyć obserwowany przez grupę Pelliciego 
brak większej częstości w  pojawianiu się stanów nowotworo­
wych u myszy bez białka p66Shc [37], Sieć zależności wystę­
pująca pomiędzy p53 i p66Shc wydaje się więc zawiadywać 
ochroną antyoksydacyjną, a także stanem redoks komórki 
[37], Możemy zatem przypuszczać, że podczas stresu oksy­
dacyjnego rola białka p66Shc polega nie tylko na zwiększaniu 
produkqi reaktywnych form tlenu i inicjowaniu zależnego od 
mitochondriów szlaku apoptozy, ale także na obniżaniu zdol­
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ności usuwania RFT przez systemy antyoksydacyjne komórki 
[7], Mechanizm ten może mieć za zadanie bezwzględną elimi­
nację komórek zmienionych na skutek szkodliwego działania 
stresu oksydacyjnego (promieniowania UV lub RFT), aby nie 
dopuścić np. do ewentualnego procesu nowo tworzenia [40].

BIAŁKO p66Shc A STARZENIE SIĘ ORGANIZMU

Starzenie komórki i organizmu to procesy ściśle powiązane 
z powstawaniem i działaniem RFT na komórki. Uszkodzenia 
przez nie wywoływane takie jak: peroksydacja lipidów, karbo­
nylacja białek, mutacje w  DNA, kumulują się z wiekiem pro­
wadząc do uszkodzenia komórek, upośledzenia funkcjonowa­
nia tkanek i narządów, a w końcu do zaburzenia homeostazy 
oraz wzrostu prawdopodobieństwa śmierci organizmu. O 
takiej zależności mówi powszechnie akceptowana po dzień 
dzisiejszy, a zaproponowana w 1956 przez Harmana, wolno- 
rodnikowa teoria starzenia się organizmu [41-43]. W świetle 
tej teorii sytuaqa przeciwna, a zatem obniżenie produkcji re­
aktywnych form tlenu i wzmocnienie ochrony antyoksydacyj- 
nej powinno mieć pozytywny wpływ na kondycję organizmu 
i przełożyć się na wydłużenie jego życia. Dowody potwier­
dzające takie założenie odnaleźć można w badaniach na bez­
kręgowcach. Stwierdzono, że podniesienie w  ich komórkach 
poziomu enzymów antyoksydacyjnych skutkuje wydłuże­
niem życia, np. u D. melanogaster [44,45], W przypadku ludzi 
efektów wydłużających okres młodości upatruje się w  stoso­
waniu diety bogatej w antyoksydanty (np. witaminę C i E) 
oraz związki pochodzenia roślinnego, np. resweratrol [46,47]. 
Skutecznym sposobem może być także restrykcja kaloryczna, 
zastosowanie której przedłuża życie zwierząt laboratoryjnych 
nawet o ok. 30% (podobnie jak w przypadku braku p66Shc). 
Jednak podobna dieta u człowieka wiązałaby się z ogromnymi 
trudnościami w utrzymaniu prawidłowego poziom u składni­
ków odżywczych, witamin i mikroelementów [48]. Wszystkie 
stosowane dotychczas strategie mające na celu przedłużenie 
życia mają za zadanie modyfikację metabolizmu w kierunku 
obniżenia produkcji reaktywnych form tlenu. Podobnie jest 
u myszy bez białka p66Shc, gdzie obserwuje się zmniejszony 
metabolizm tlenowy, przy jednoczesnym zwiększeniu udzia­
łu glikolizy w produkcji ATP [31].

Najnowsze badania prowadzone w naszej pracowni wska­
zują na istotne zmiany w poziomie białka p66Shc w narządach 
i tkankach starzejących się myszy. Wraz z wiekiem osobni­
czym badanych myszy obserwowaliśmy wyższą produkcję 
RFT i obniżenie poziomu p66Shc, któremu towarzyszył wzrost 
zawartości ufosforylowanej formy białka (w Ser36). Jeżeli wie­
rzyć, że przyczyną starzenia są reaktywne formy tlenu wywo­
łujące uszkodzenia kumulujące się z wiekiem, to obniżenie 
zdolności antyoksydacyjnej w komórkach będzie przyspiesza­
ło ten nieuchronny proces. W jednej z naszych ostatnich prac 
pokazaliśmy, że w wybranych narządach i tkankach myszy 
poziom enzymów antyoksydacyjnych obniża się z wiekiem, 
pogłębiając tym samym, obserwowany u starych zwierząt, 
zwiększony stres oksydacyjny [7]. Interesujący wydaje się fakt, 
że wraz z wiekiem zmienia się także wewnątrzkomórkowa 
lokalizacja białka p66Shc. U zwierząt młodych więcej p66Shc 
znajduje się we frakcji błon PAM, gdzie bierze ono udział w 
regulacji szlaku przekazywania sygnału od receptora wzrostu 
do białka Ras, a mniej we frakcji błonowej MAM. U zwierząt 
starych obserwowana jest tendencja odwrotna. W tym  przy-
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Tabela 1. Białko p66Shc w  patologii i starzeniu.

Patofizjologia p66Shc/Ser36-P-p66Shc
Piśmien­
nictwo

rak piersi wzrost zawartości białka p66Shc [72]

rak prostaty wzrost zawartości białka p66Shc [77,78]

cukrzyca (model mysi) wzrost zawartości białka p66Shc [79]

cukrzyca (pacjenci) wzrost zawartości białka p66Shc [80]

wymuszone stresem oksydacyjnym 
starzenie bydlęcych fibroblastów

wzrost zawartości białka p66Shc [81]

choroby tarczycy:
gruczolak tarczycy z komórek Hiirthlego 
choroba Gravesa-Basedowa 
rak pęcherzvkowaty 
rak brodawkowy

wzrost zawartości białka p66Shc [82]

fibroblasty osób długo żyjących wzrost zawartości mRNA p66Shc [50] 9 1
wysoki poziom cholesterolu wzrost zawartości białka p66Shc [83]

stres oksydacyjny wywołany etanolem wzrost zawartości białka p66Shc [57]

ischemia /  reperfuzja wzrost zawartości ufosforylowanego p66Shc [84]

podwyższony poziom utlenionych kwasów 
tłuszczowych w przewodzie pokarmowym

wzrost zawartości białka p66Shc [85]

proapoptotyczna stymulacja limfocytów T wzrost zawartości białka p66Shc [65]

choroba Alzheimera wzrost poziomu białka p66Shc [86ł ■

przewlekła białaczka limfatyczna
spadek poziomu białka 
p66Shc w limfocytach B

[87]

choroby mitochondrialne (dysfunkcje 
fosforylacji oksydacyjnej)

wzrost poziomu białka p66Shc 
zwiększenie fosforylacji Ser36 p66Shc

[56]

nadciśnienie tętnicze (szczury)
znaczny wzrost poziomu 
ufosforylowanego p66Shc

[88]

padku więcej białka p66Shc jest we frakcji błon MAM, gdzie 
z kolei białko p66Shc może być zaangażowane w  produkcję 
RFT i przyczyniać się do pogłębiania stresu oksydacyjnego [7]. 
Wskazuje to na jakże odmienną rolę jaką może pełnić to białko 
w zależności od wieku zwierzęcia.

Biorąc pod uwagę wyniki otrzymane w badaniach z w y­
korzystaniem myszy pozbawionych białka p66Shc w ydaw a­
łoby się, że długowieczność może być związana z obniżoną 
syntezą białka p66Shc [20,49]. Jednakże tak jak i w  przypad­
ku wewnątrzkomórkowej lokalizacji białka p66Shc, także i ta 
kwestia w zbudza kontrowersję. Otóż, w  fibroblastach stulat- 
ków stwierdzono podwyższony poziom mRNA dla białka 
p66Shc [50],

ROLA p66Shc W ROZWOJU STANÓW 
PATOLOGICZNYCH

Jak już wspomniano, stres oksydacyjny nieodłącznie towa­
rzyszy wielu stanom patologicznym. W literaturze dostępne 
są liczne, dobrze udokumentowane dane, że białko p66Shc 
może odgrywać istotną rolę w takich chorobach jak cukrzyca 
[51] oraz choroba Alzheimera [52], a także może być zaangażo­
wane w powstawanie otyłości [53], uszkodzenia nerek i wątro­
by wywołane epizodami ischemii i reperfuzji [54,55], choroby 
mitochondrialne [56] oraz uszkodzenia wątroby wywołane 
etanolem [57] (Tabela 1). Badania białek Shc (p46Shc, p52Shc 
oraz p66Shc) dowiodły również, że białka te mogą być wyko­
rzystywane jako markery w diagnostyce nowotworów piersi 
[58]. Poniżej przedstawiono wybrane stany patologiczne, w 
których przebiegu białko p66Shc odgrywa istotną rolę.

CHOROBY
MITOCHONDRIALNE

Choroby mitochondrialne 
pojawiają się na skutek m u­
tacji w  genomie jądrowym 
bądź mitochondrialnym, któ­
rych efektem jest zaburzenie 
metabolizmu mitochondriów. 
Najczęściej dotyczy to białek 
wchodzących w skład łańcu­
cha oddechowego. Dysfunkcje 
łańcucha oddechowego skut­
kują zaburzeniem potencjału 
na wewnętrznej błonie mito­
chondrialnej, zmniejszeniem 
wydajności syntezy ATP, 
przez co w komórce brakuje 
energii potrzebnej do prawi­
dłowego funkcjonowania. W 
niektórych przypadkach to­
warzyszy temu zwiększona 
produkcja RFT przez mito­
chondria [59]. Wszystkie te 
nieprawidłowości powodują 
dalsze uszkodzenia komórek 
i tkanek, które na poziomie 
organizmu mogą objawiać się 
miopatią, neuropatią, encefa- 
lopatią, retinopatią, czyli scho­
rzeniami uniemożliwiającymi 
życie bez wspomagania przez 

środki farmakologiczne. Leczenie w  takich przypadkach ogra­
nicza się wyłącznie do łagodzenia skutków zaburzeń poprzez 
podawanie antyoksydantów i suplementów diety [60], Bada­
nia przeprowadzone na hodowlach fibroblastów pobranych 
od pacjentów z chorobami mitochondrialnymi wskazują na 
istotny udział ścieżki związanej z fosforylacją białka p66Shc 
w patologii tych chorób. W takich fibroblastach, poziom ufos- 
forylowanego w Ser36 p66Shc jest znacznie podniesiony w  
stosunku do fibroblastów kontrolnych. Komórki pacjentów 
charakteryzują się zwiększoną produkcją RFT, podniesionym 
poziomem uszkodzeń oksydacyjnych białek oraz znacząco 
niższym poziomem SOD2 [56], Zastosowanie hispidyny, in­
hibitora PKC (3, obniża poziom ufosforylowanego w Ser36 
p66Shc i poprawia parametry bioenergetyczne mitochondriów 
oraz zmniejsza produkcję anionorodnika ponadtlenkowego w 
mitochondriach [56],

CUKRZYCA

Reaktywne formy tlenu i związany z nimi stres oksyda­
cyjny ściśle towarzyszą rozwojowi cukrzycy i wynikającym 
z niej stanom patologicznym, takim jak nadciśnienie, uszko­
dzenie układu sercowo-naczyniowgo oraz retinopatia. Hi- 
perglikemia powoduje powstanie wewnątrzkomórkowego 
stresu oksydacyjnego [61] a tym samym zwiększa fosforylację 
białka p66Shc w Ser36 i przemieszczanie się p66Shc do mito­
chondriów. Natomiast przywrócenie prawidłowego poziomu 
glukozy prowadzi do zmniejszenia zawartości ufosforylowa­
nego p66Shc w komórkach. Także obniżenie poziomu p66Shc 
w komórkach mezangialnych zapobiega glikooksydacyjnej
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regulacji czynnika transkrypcyjnego F0X 03a promując w ten 
sposób szlaki sygnalizacyjne sprzyjające przeżyciu komórek
[62]. Dzięki temu, białko p66Shc może być uważane za rodzaj 
molekularnego przełącznika, wrażliwego na poziom glukozy
[63] stanowiąc tym samym potenqalny cel dla leków w terapii 
przeciwcukrzycowej. Interesująca w tym kontekście jest rola 
białka p66Shc w  komórkach tkanki tłuszczowej [53]. Dowie­
dziono także, że brak białka p66Shc u myszy utrzymywanych 
na diecie wysokotłuszczowej, chroni komórki naczyń krwio­
nośnych przed uszkodzeniami wywoływanymi przez podnie­
siony poziom RFT [64]. Powyższe wyniki mogą wskazywać, 
że reaktywne formy tlenu generowane przez białko p66Shc 
regulują wpływ insuliny na metabolizm energetyczny myszy 
i sugerują, że wewnątrzkomórkowy stres oksydacyjny może 
przyspieszyć starzenie, faworyzując odkładanie się tłuszczu, 
które może prowadzić do powstawania kolejnych zaburzeń.

CHOROBY AUTOIMMUNOLOGICZNE

Ostatnie dane literaturowe donoszą o istotnym udziale biał­
ka p66Shc w utrzymaniu homeostazy układu odpornościo­
wego. Limfocyty o fenotypie p66Shc/_ wykazują zwiększoną 
proliferację w  odpowiedzi na zaangażowanie receptora dla 
antygenu in vitro i bardziej zdecydowaną odpowiedź immu­
nologiczną zarówno w przypadku szczepień, jak i uczuleń in 
vivo. U organizmów pozbawionych białka p66Shc może zatem 
następować rozwój chorób autoimmunologicznych, gdyż brak 
p66Shc, pełniącego rolę negatywnego regulatora aktywacji 
limfocytów, prowadzi do załamania tolerancji immunologicz­
nej [65]. Z drugiej strony Tomilov i wsp. pokazali, że obniżo­
na produkcja anionorodnika ponadtlenkowego w fagocytach 
myszy pozbawionych p66Shc wpływa na zmniejszenie liczby 
epizodów powstawania stanów zapalnych, co według nich 
może tłumaczyć długowieczność tych myszy [66],

USZKODZENIA WĄTROBY WYWOŁANE ETANOLEM

Białko p66Shc może mieć również związek z uszkodzenia­
mi wątroby wywoływanymi przez alkohol. U myszy o feno- 
type p66Shc+/+, którym podawano etanol, zaobserwowano 
obecność zmian morfologicznych, podniesienie poziomu en­
zymów wskaźnikowych uszkodzenia wątroby w osoczu krwi, 
np. takich jak aminotransferaza alaninowa (ALT) oraz wzrost 
poziomu stłuszczenia wątroby. Powyższe zmiany nie wystę­
powały u zwierząt bez białka p66Shc, u których zaobserwowa­
no jednocześnie zwiększoną ochronę antyoksydacyjną przeja­
wiającą się podwyższonym poziomem SOD2 [57],

CHOROBY NOWOTWOROWE

p66Shc jest białkiem, które poprzez wpływ na produkq'ę 
RFT może pośredniczyć w  przekazywaniu sygnałów wzro­
stowych we wrażliwych na androgeny komórkach raka pro­
staty człowieka. W badaniach przeprowadzonych przez Ve- 
eramani i wsp., stymulacji wzrostu komórek rakowych przez 
5a-dihydrotestosteron (DHT) towarzyszył wzrost poziomu 
białka p66Shc oraz zwiększona produkcja RFT. O tyle, o ile 
wzrost produkcji RFT mógł zostać zniwelowany poprzez do­
danie antyoksydantów, to transkrypcyjna aktywność recepto­
ra androgenów (AR) pozostawała zaburzona. W tych w arun­
kach AR był niezdolny do zablokowania indukowanej przez 
DHT ekspresji specyficznego względem prostaty antygenu, co
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prowadziło do zależnej od AR progresji nowotworu. Ponad­
to, zwiększona synteza białka p66Shc prowadzi do wzrostu 
tempa proliferacji komórek nowotworowych. DHT zwiększał 
także przemieszczanie się p66Shc do mitochondriów. Rzuca to 
nowe światło na produkcję RFT z udziałem białka p66Shc w 
procesie nowotworzenia [67] gdzie dodatkowo obserwuje się 
hiperfosforylację białek ShcA [68,69].

Białko p66Shc odgrywa również istotną rolę w  procesach 
angiogenezy i powstawaniu przerzutów. Badania wykazały, 
że związany z integryną crvp3 szlak przekazywania sygna­
łów od czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (VGEF, 
ang. Vascular Endothelial Growth Factor), prowadzi do indukcji 
wzrostu zarówno nowotworów prostaty jak i piersi. Fosforyla­
cja p66Shc jest ważnym krokiem w zależnym od avp3 zwięk­
szeniu ekspresji genu VEGF, które prowadzi do unaczynienia 
nowotworu [70]. Natomiast represja p66Shc in vivo prowadzi 
do obniżenia aktywności VEGF, a co za tym idzie do zahamo­
wania angiogenezy i wzrostu nowotworu [71]. Dowiedziono 
również istotny udział białka p66Shc w rozprzestrzenianiu 
się nowotworów, a w  szczególności jego rolę na wczesnych 
etapach tego procesu związanego z ruchliwością komórek 
nowotworowych. Zwiększoną produkcję białka p66Shc zaob­
serwowano we wczesnych etapach powstawania przerzutów 
zarówno w przypadku raka prostaty, jak i raka piersi [72].

CHOROBY NEURODEGENERACYJNE

Jak już wspomniano na początku tego opracowania, po­
mimo danych literaturowych mówiących, że poziom białka 
p66Shc jest bardzo niski w centralnym układzie nerwowym, 
istnieje szereg doniesień świadczących o pośrednim lub bezpo­
średnim wpływie tego białka na procesy zachodzące podczas 
rozwoju mózgu [73], jego funkcjonowania, a także neurode- 
generacji. Jak wykazały badania, podwyższony poziom biał­
ka p66Shc w embrionalnych komórkach macierzystych (ES) 
hamuje aktywację kinazy GSK-3P i zwiększa stabilność oraz 
aktywność transkrypcyjną (3-katechin i prowadzi do przyśpie­
szonego różnicowania neuronów [74], Badania prowadzone 
przez Berry i wsp. wykazały, że brak białka p66Shc u myszy 
poprawia wydajność w teście na orientację w  przestrzeni (la­
birynt wodny Morrisa), zmniejsza poziom markerów stresu 
oksydacyjnego oraz podnosi poziom neurotroficznego czyn­
nika pochodzenia mózgowego (BDNF) w hipokampie [75], 
Autorzy wnioskują, że istnieje powiązanie między ekspresją 
genu p66Shc, a określonymi szlakami przekazywania sygna­
łów związanych z behawioralną adaptacją do warunków 
stresowych w procesie starzenia. Ta sama grupa naukowców 
zbadała także aktywność lokomotoryczną oraz nocycepcję u 
myszy pozbawionych p66Shc. Uzyskane wyniki wskazują, 
że wrażliwość na ból u myszy dzikiego typu wzrasta wraz z 
wiekiem, podczas gdy delecja genu p66Shc powodowała pod­
niesienie tego progu. Różnice między mutantami, a myszami 
o fenotypie dzikim stawały się bardziej wyraziste wraz z wie­
kiem zwierzęcia [74],

Dodatkowo w literaturze dostępne są doniesienia, że biał­
ko p66Shc może przyczyniać się do potęgowania toksyczno­
ści (3-amyloidu podczas rozwoju choroby Alzheimera. Np., 
Smith i wsp. zaproponowali, że w komórkach nerwiaka (SH- 
SY5Y) oraz w komórkach linii PC12, (3-amyloid (AP) poprzez 
produkcję RFT prowadzi do aktywacji kinazy JNK, co z kolei
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powoduje fosforylację białka p66Shc w Ser36. Ufosforylowane 
póóShc, jak już wcześniej wspominano, prowadzi do inakty- 
wacji czynnika transkrypcyjnego FKHRL1, co skutkuje obni­
żeniem poziomu enzymów anty oksydacyjnych (np. SOD2), 
zwiększając tym samym stres oksydacyjny. Autorzy sugeru­
ją, że szlaki, w których uczestniczą JNK, FKHRL1 oraz białko 
p66Shc mogą być potencjalnym celem dla leków przeciwko 
chorobie Alzheimera oraz w  terapii innych zaburzeń związa­
nych z wiekiem [76].

PODSUMOWANIE

Poznanie mechanizmu regulacji syntezy i funkcji białka 
p66Shc w fizjologii komórki, tkanki i organizmu jest niezwy­
kle ważne w kontekście ochrony przed destruktywnym dzia­
łaniem reaktywnych form tlenu i jest w chwili obecnej jednym 
z intensywniej badanych zagadnień biologii molekularnej. 
Opisane powyżej właściwości i funkcje białka p66Shc czynią 
je oraz ścieżkę sygnałową prowadzącą do jego fosforylacji 
w Ser36, potencjalnym elementem docelowym dla różnych 
związków farmakologicznych stosowanych w  celu obniże­
nia wewnątrzkomórkowego stresu oksydacyjnego. Dalsze 
badania tego zagadnienia mogą przybliżyć nas do lepszego 
zrozumienia funkqi mitochondriów w fizjologii i patologii ko­
mórki, a w szerszym wymiarze — takich procesów jak stres 
oksydacyjny towarzyszący starzeniu się organizmu oraz wielu 
stanom patologicznym.
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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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Wykaz skrótów: Bax (ang. Bcl-2-associated X  
protein); BclXL (ang. B cell lymphoma leukemia- 
XL) — białko BclXL; BDNF (ang. brain-derived 
neurotrophic factor) — neurotropowy czyn­
nik pochodzenia mózgowego; CREB (ang. 
cAMP response element-binding) — białko 
wiążące się z elementem odpowiedzi na 
cAMP; CuZnSOD — zależna od miedzi i 
cynku dysm utaza ponadtlenkowa; GPX1
— peroksydaza glutationowa 1; H tt — 
białko huntingtyna; mHtt — zmutowana 
wersja białka huntingtyny; MMP (ang. 
mitochondrial membrane permeabilization) — 
permeabilizacja błon mitochondrialnych; 
MnSOD — zależna od manganu dysm uta­
za ponadtlenkowa; NMDA — N-metylo- 
D-asparaginian; p53 (ang. tumor suppressor 
p53); PG C -la (ang. peroxisome proliferator- 
activated receptor [PPAR]-y coactivator la)
— koaktywator receptora PPAR-y; PI-3K
— kinaza-3 fosfatydyloinozytolu; PKB — 
kinaza białkowa B; RFT (ang. reactive oxy­
gen species) — reaktywne formy tlenu; UCP
— białko rozprzęgające; VDAC — zależny 
od potencjału kanał o selektywności anion­
owej; Aip — potencjał transbłonowy

STRESZCZENIE

Choroba Huntingtona to choroba neurodegeneracyjna, dziedziczona autosomalnie domi- 
nująco, której objawy kliniczne nasilają się z czasem i obejmują między innymi de- 

mencję, zaburzenia funkcji poznawczych i pląsawicę. Przyczyną choroby jest mutacja genu 
kodującego białko huntingtynę (Htt), polegająca na zwiększeniu liczby kodonów kodu­
jących glutaminę (powyżej 35) w obszarze końca aminowego (mHtt). Kliniczne objawy są 
wynikiem narastającej w czasie utraty neuronów, głównie w obszarze prążkowia, ale także 
kory mózgowej. Obecnie wzrastająca liczba danych doświadczalnych wskazuje na kluczową 
rolę dysfunkcji mitochondriów w patogenezie choroby Huntingtona, przy czym upośledze­
nie funkcji mitochondriów poprzedza prawdopodobnie pojawienie się objawów klinicz­
nych. W niniejszej pracy omówiono proponowane mechanizmy udziału mHtt w dysfunkcji 
mitochondriów, obejmujące zmiany na poziomie regulacji transkrypcji genów jądrowych 
kodujących białka mitochondrialne bądź bezpośrednie oddziaływanie mHtt z białkami 
mitochondrialnymi. Jednocześnie przedstawiono możliwe strategie terapeutyczne choroby 
Huntingtona, oparte na przeciwdziałaniu dysfunkcji mitochondriów.

WPROWADZENIE

Choroba H untingtona to choroba neurodegeneracyjna, dziedziczona autoso­
malnie dominująco, o częstości w ystępowania 5-10 przypadków  na 100 tysię­
cy. W przebiegu choroby H untingtona dochodzi do narastającej w  czasie utraty 
neuronów, głównie w obszarze prążkowia i głębszych w arstw  kory mózgowej. 
Kliniczne objawy choroby H untingtona obejmują pląsawicę, u tratę  m asy ciała, 
demencję oraz zaburzenia psychiczne, takie jak depresja, stany lękowe i nadpo ­
budliwość. Zaliczana jest ona do chorób ekspansji glutaminowych, poniew aż jej 
przyczyną jest mutacja zachodząca w rejonie kodującym koniec am inow y białka 
zwanego huntingtyną (Htt), polegająca na zwiększeniu liczby kodonów  kodują­
cych glutaminę (CAG) z 6-35 do ponad 35. Powstaje w  ten sposób zm utow ana 
wersja białka (mHtt), z w ydłużonym  ciągiem reszt glutam iny w obszarze końca 
aminowego. Objawy kliniczne pojawiają się zwykle między 30 i 40 rokiem  życia, 
przy czym jeśli liczba reszt glutam iny ulegnie zwiększeniu do 60 i więcej, obja­
wy te mogą pojawić się wcześniej. Istnieje zatem związek m iędzy liczbą reszt 
glutam iny w rejonie końca aminowego m H tt a czasem w ystąpienia i stopniem 
nasilenia objawów, przy czym dostępne dane wskazują na czas w ystąpienia ob­
jawów od wczesnego dzieciństwa do 80 roku życia. Do tej pory  nie udało się 
opracować strategii terapeutycznej, która opóźniałaby lub istotnie zwalniała po­
stęp choroby, a stosowane sposoby leczenia zmniejszają jedynie intensywność 
objawów, przy czym równocześnie wywołują pow ażne skutki uboczne [1-3].

H untingtyna jest białkiem charakterystycznym  dla kręgowców [4], zlokalizo­
w anym  głównie w  cytoplazmie, wykazującym aktywność antyapoptotyczną i 
zdolność oddziaływ ania z wieloma białkami oraz uczestniczącym w transporcie 
pęcherzyków w obrębie komórki i czynników transkrypcyjnych m iędzy cyto- 
plazm ą i jądrem  kom órkow ym  [5-7], W rozwoju choroby H untingtona dochodzi 
do ekspresji obu alleli, bez mutacji i z mutacją [7], Uważa się zatem, że przyczyną 
pojawienia się objawów chorobowych może być zarówno pojawienie się nowej 
funkcji mHtt, utrata funkcji przez m Htt, jak i utrata funkcji przez H tt w  w yniku 
oddziaływania z m H tt [1,2]. Toksyczne działanie m H tt wiąże się przede w szyst­
kim  z funkcjonowaniem kaspaz i uwolnieniem  fragm entu z końca aminowego, 
zawierającego w ydłużony ciąg reszt glutam iny [1,8]. Dlatego w  wielu badaniach 
dotyczących patogenezy choroby H untingtona wykorzystuje się fragm ent genu 
kodującego m Htt, obejmujący tylko ekson 1 [9]. Uzyskane dotychczas dane 
pozwalają na wskazanie następujących m echanizm ów toksycznego działania 
mHtt: modulacja transkrypcji, agregacja białek, ekscytotoksyczność, stres oksy­
dacyjny, upośledzenie proteolizy i działania proteosomu, uruchom ienie apopto- 
zy lub autofagii i dysfunkcja m itochondriów [1,2,10].
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DYSFUNKCJA MITOCHONDRIÓW W 
CHOROBIE HUNTINGTONA

Badania dotyczące roli dysfunkcji m itochondriów w pa­
togenezie choroby H untingtona prow adzone są od ponad 
30 lat. Nie ulega wątpliwości, iż praw idłow e funkcjono­
w anie neuronów w ym aga przede wszystkim  ogromnego 
zasilania energetycznego, realizowanego przez mitochon­
dria. Co więcej, m itochondria uczestniczą także w  regula­
cji stężenia jonów wapnia, które są niezbędne dla regula­
cji procesu egzocytozy przekaźników nerwowych, jak i w 
regulacji ekspresji genów. Z drugiej strony, mitochondria 
są źródłem  reaktywnych form tlenu oraz uczestniczą w 
egzekucji apoptozy. Zatem, praw idłow o funkcjonujące m i­
tochondria są gwarancją „zdrowia" neuronów. O istotnej 
roli mitochondriów w patogenezie choroby H untingtona 
świadczą między innymi utrata masy ciała jak i zwiększe­
nie intensywności glikolizy w obszarach m ózgu objętych 
zm ianam i chorobowymi [2,10]. Istnieją także doniesienia 
wskazujące, iż upośledzenie funkcji m itochondriów zapo­
czątkowuje zmiany prow adzące do pojawienia się objawów 
chorobowych [10,11]. Badania wykorzystujące genetycznie 
modyfikowane zwierzęta pozwoliły zidentyfikować nastę­
pujące zmiany w funkcjonowaniu mitochondriów, które, 
co istotne, poprzedzają w  czasie inne zmiany chorobowe 
występujące w patogenezie choroby Huntingtona: (1) od ­

8) ALKA 
MiTOCMOUDRlALNE

Rycina 1. Schemat podsum ow ujący udział huntingtyny (Htt) i jej zm utow anej wersji (mHtt) w funkcjo­
now aniu  mitochondriów. Skróty: CREB — białko wiążące się z  elem entem  odpow iedzi na cAMP; GPX1
— peroksydaza glutationow a 1; H tt — białko huntingtyna; m H tt — zm utow ana wersja białka h u n ­
tingtyny; MMP — permeabilizacja błon m itochondrialnych; P G C -la  — koaktyw ator receptora PPAR-y; 
RFT — reaktyw ne formy tlenu; SOD1 — zależna od miedzi i cynku dysm utaza ponadtlenkow a; SOD2
— zależna od  m anganu dysm utaza ponadtlenkow a; UCP — białko rozprzęgające; VDAC — zależny od 
potencjału kanał o selektywności anionowej. Znaki zapytania oznaczają m ożliw y m echanizm  oddziały ­
wania, wym agający jednak weryfikacji doświadczalnej. Opis w  tekście.

działywanie m H tt z zew nętrzną błoną mitochondrialną,
(2) zmniejszenie syntezy ATP, (3) zmiana wrażliwości na 
jony wapnia, (4) zwiększona podatność na permeabilizację 
błon m itochondrialnych (MMP; ang. mitochondrial membrane 
permeabilization) [10]. Zatem, istnieją dane doświadczalne 
wskazujące na kluczową rolę dysfunkcji m itochondriów w 
patogenezie choroby Huntingtona. Jednak m echanizm  m o­
lekularny pojawiających się zm ian jest nadal dyskutowany. 
Sugeruje się, iż są one skutkiem oddziaływania m H tt na m i­
tochondria, które może mieć charakter bezpośredni lub po­
średni i polegać na urucham ianiu modyfikacji białek mito­
chondrialnych lub modyfikacji ekspresji genów kodujących 
białka kierowane do mitochondriów [10] (Rye. 1).

mHtt A REGULACJA TRANSKRYPCJI 
GENÓW JĄDROWYCH KODUJĄCYCH 
BIAŁKA MITOCHONDRIALNE

W iadomo, że biogeneza m itochondriów , w  tym  im port 
białek do błon i m acierzy m itochondrialnej są kontrolow a­
ne przez liczne, jądrow e czynniki transkrypcyjne i koak- 
tyw atory transkrypcji [12], W yniki badań prow adzonych 
w  ostatnich latach wskazują na dysfunkcję m itochondriów  
w  patogenezie choroby H untingtona jako w tórny skutek 
zaburzeń na poziom ie regulacji transkrypcji genów jądro ­
w ych kodujących białka im portow ane do m itochondriów .

Na przykład  w ykazano, że m H tt w iąże się 
z koaktyw atorem  CBP (białkiem w iążącym  
białko CREB, ang. CREB-binding protein), 
regulującym  m.in. produkcję białek łańcu­
cha oddechow ego (oksydaza cytochromo- 
wa, cytochrom  c), zmieniając tym  sam ym  
funkcjonowanie m itochondriów  [13,14]. 
Obecność m H tt obniża poziom  ekspresji, 
pozostającego pod kontrolą białka CREB, 
transkrypcyjnego koaktyw atora P G C -la  
(ang. peroxisome proliferator-activated receptor 
[PPAR]-y coactivator la), który pełni k lu ­
czową rolę w  biogenezie m itochondriów  
[15,16]. P G C -la  wiąże się z czynnikam i 
transkrypcyjnym i odpow iedzialnym i za re­
gulację ekspresji genów jądrowych, kod u ­
jących białka m itochondrialne takie jak, cy­
tochrom  c i podjednostki kom pleksów  łań­
cucha oddechowego. Zwiększona ekspresja 
genu kodującego P G C -la  skorelow ana jest 
ze zw iększoną syntezą białek biorących 
udział w  m echanizm ach obronnych przed 
stresem  oksydacyjnym  w  komórce, takich 
jak dysm utazy ponadtlenkow e (MnSOD 
i CuZnSOD), peroksydaza glutationow a 
(Gpx) i katalaza (Rye. 1). Co więcej, bada­
nia z w ykorzystaniem  techniki „PGC-la- 
gene knockdown" pozwalającej na obniżenie 
poziom u ekspresji genu kodującego białko 
PG C -la  w ykazały znaczne obniżenie syn­
tezy CuZnSOD i MnSOD, a także zw ięk­
szoną wrażliwość neuronów  na toksycz­
ność, indukow aną poprzez l-m etylo-4- 
fenylo-1,2,3,6 te trahydropirydynę (MPTP), 
kwas kainow y oraz agonistów  receptorów  
glutam inergicznych [10,17].

Postępy Biochemii 56 (2) 2010 175http://rcin.org.pl



Inne badania pokazały również, że PG C -la  wpływ a na 
ekspresję genów kodujących białka rozprzęgające (UCP, 
ang. uncoupling proteins). Białka rozprzęgające zlokalizo­
w ane są w wewnętrznej błonie mitochondrialnej, gdzie 
obniżają gradient elektrochemiczny ApH+. Ich działanie 
polega zatem na osłabianiu sprzężenia m iędzy łańcuchem 
oddechowym  a syntezą ATP [18]. Aktywacja białka UCP1 
(termogeniny) w  m itochondriach brunatnej tkanki tłusz­
czowej ssaków prow adzi do uw alniania dużej ilości ciepła, 
natomiast UCP2 i UCP3 mogą obniżać produkcję RFT w mi­
tochondriach, a więc chronić komórki przed stresem oksy­
dacyjnym [19]. Obniżenie syntezy PG C -la, obniża również 
syntezę obecnego w komórkach układu nerwowego białka 
UCP2, o postulowanych właściwościach neuroprotekcyj- 
nych [17]. Poza tym, obecność m H tt powoduje obniżenie 
poziomu syntezy białka UCP-1, a w  transgenicznych m y­
sich modelach choroby H untingtona zaobserwowano hipo- 
termię, co tylko potw ierdza w pływ  m H tt na syntezę białek 
z rodziny UCP [18]. Zatem, obniżenie poziom u białka PGC- 
l a  w neuronach, zwiększa ryzyko uruchom ienia dysfunkcji 
m itochondriów w wyniku upośledzenia działania białek 
UCP (Rye. 1), a w  konsekwencji, procesów neurodegenera­
cyjnych. Na uwagę zasługuje również zaobserwowana w 
przypadku mysich modeli choroby H untingtona obniżona 
synteza białka PG C -la  w neuronach prążkowia, co może 
częściowo wyjaśniać mechanizm wybiórczej utraty neuro­
nów w chorobie H untingtona [3].

mHtt A EGZEKUCJA APOPTOZY

Jedną z funkcji H tt jest praw dopodobnie  regulacja 
apoptozy podczas rozwoju organizm u, natom iast mHtt, 
może tę istotną funkcję upośledzać [5]. H tt jest substra- 
tem dla kinazy białkowej B (PKB), której efektem działa­
nia jest zwiększenie proliferacji i zaham ow anie apoptozy 
[20]. PKB może działać w obrębie szlaku sygnalizacyjnego 
obejmującego także kinazę-3 fosfatydyloinozytolu (PI-3K), 
który stanowi istotną część m echanizm ów  antyapopto- 
tycznych. W w yniku aktywacji tego szlaku ulega zw ięk­
szeniu poziom  syntezy czynników antyapoptotycznych, 
takich jak białko BclXI (B cell lymphoma leukemia-XL) lub neu- 
rotropow y czynnik pochodzenia m ózgowego (BDNF, ang. 
brain-derived neurotrophic factor), natom iast synteza białek 
proapoptotycznych, takich jak Bax (ang. Bcl-2-associated X  
protein), ulega osłabieniu. Co ciekawe, wykazano, że szlak 
obejmujący kinazy PI-3K i PKB przeciw działa apoptozie 
neuronów  prążkow ia [20],

Stwierdzono również, że H tt zapobiega aktywacji ka- 
spaz. Na przykład, H tt wiąże się z białkiem HIP1 (ang. hun- 
tingtin interactor protein-1), odpow iedzialnym  za aktywację 
kaspazy 3 [21]. Ekspansja poliglutam inowa w m H tt przy­
puszczalnie ogranicza zdolność wiązania się tego białka z 
HIP1, co w konsekwencji prow adzi do zwiększenia pozio­
mu tego białka w formie niezwiązanej z H tt i zwiększenia 
aktywacji kaspazy 3. Co więcej, białko HIP1 niezwiązane 
z H tt może się wiązać z białkiem Hippi (ang. HIP1 protein 
interactor) i tym samym aktywować kaspazę 8, która uczest­
niczy w proteolitycznej aktywacji białka Bid (ang. BH3 inter­
acting domain death agonist). Białko Bid w postaci aktywnej 
przemieszcza się do mitochondriów, co prow adzi zwykle
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do uwolnienia cytochromu c [21]. H tt jest zatem białkiem 
przeciwdziałającym zjawisku MMP (Rye. 1).

Wyniki badań wykorzystujących linie komórek człowie­
ka, jak i badań post mortem wskazują na wiązanie się m H tt 
z białkiem p53 i zwiększenie jego syntezy [23]. Obecność 
mHtt, a co za tym idzie, akumulacja białka p53 w jądrze 
komórkowym, prow adzi do zwiększonej syntezy proapop­
totycznych białek z rodziny Bcl-2, w  tym Pum a (ang. p53 
up-regulated modulator of apoptosis) oraz Bax, co sprzyja u ru ­
chomieniu mitochondrialnej drogi apoptozy, tym sam ym  
stanowić może istotny element neurodegeneracji w pato­
genezie choroby Huntingtona. Co więcej, białko p53 może 
bezpośrednio oddziaływać na mitochondria i uruchamiać 
uwolnienie cytochromu c (Rye. 1) [22], Obniżenie poziomu 
syntezy białka p53 przy wykorzystaniu siRNA bądź w w y­
niku delecji kodującego je genu, chroni przed neurodegene- 
racją w yw ołaną przez m H tt [23].

DEHYDROGENAZA BURSZTYNIANOWA 
JAKO CEL DZIAŁANIA mHtt

D ehydrogenaza bursztynianow a (kompleks II mito- 
chondrialnego łańcucha oddechowego), zasila proces fos­
forylacji oksydacyjnej, a także uczestniczy w cyklu Krebsa. 
Dlatego upośledzenie działania dehydrogenazy burszy- 
nianowej prow adzi do znacznego zmniejszenia syntezy 
ATP i tym  sam ym  do dram atycznego w skutkach deficy­
tu energetycznego komórki. W neuronach prążkowia pa­
cjentów z chorobą H untingtona zaobserw ow ano znaczące 
obniżenie poziom u syntezy podjednostek Ip i Fp dehy ­
drogenazy bursztynianow ej, podczas gdy poziom synte­
zy innych białek m itochondrialnych (m.in. podjednostki 4 
oksydazy cytochromowej, podjednostek części FI syntazy 
ATP, białka Bclxl zlokalizowanego w błonie zewnętrznej 
i cytochrom u c), nie ulegał zmianie [25], Wyniki podob­
nych badań przeprow adzonych na neuronach prążkowia 
szczura infekowanych lentiw irusow ym  wektorem  kodują­
cym koniec am inow y m Htt, potw ierdziły wyniki uzyska­
ne dla neuronów  pacjentów z chorobą H untingtona [25]. 
Na uw agę zasługuje fakt, że obniżeniu poziomu syntezy 
podjednostek Ip i Fp nie towarzyszyło obniżenie poziom u 
odpow iednich transkryptów , co wyklucza wpływ m H tt na 
ekspresję podjednostek dehydrogenazy bursztynianowej 
na poziom ie transkrypcji. Co więcej, nadprodukcja po d ­
jednostek Ip i Fp ham ow ała dysfunkcję m itochondriów 
i chroniła szczurze neurony prążkowia przed apoptozą 
w yw ołaną przez m H tt [24]. Z kolei w badaniach p row a­
dzonych na liniach kom órek człowieka Neuro2A i HeLa, 
w których zachodziła synteza mHtt, zaobserw ow ano ob­
niżenie aktywności dehydrogenazy bursztynianowej [25]. 
Także w kom órkach drożdży Saccharomyces cereńsiae, sto­
sow anych jako m odel w badaniach choroby H untingtona
[26], obecność m H tt w yw oływ ała cytotoksyczncść, której 
przyczyną była głównie zm iana aktywności dehydrogena­
zy bursztynianow ej [9].

W badaniach nad znaczeniem zmian w obrębie dehydro ­
genazy bursztynianowej w rozwoju choroby Huntingtona 
na szczególna uw agę zasługuje kwas 3-nitropropionowy 
(3-NP), nieodwracalny inhibitor tego kompleksu enzym a­
tycznego, od daw na stosowany jako kluczowy element do­

www. postępy biochemii. plhttp://rcin.org.pl



świadczalnego modelu choroby H untingtona [27], Systema­
tyczne podaw anie 3-NP szczurom  i ssakom naczelnym w y­
wołuje wybiórczą utratę neuronów  w obszarze prążkowia 
oraz zaburzenia ruchowe i psychiczne, typow e dla choroby 
H untingtona [27,28], Oprócz podobnego fenotypu, badania 
toksyczności 3-NP i m H tt ujawniły w spólne mechanizmy 
patogenezy związane z dysfunkcją m itochondriów, do któ­
rych należy zaburzona gospodarka w apniow a i aktywacja 
kaspaz [28], Jednakże w badaniach toksyczność 3-NP nie 
zaobserwowano typowych dla m H tt zm ian na etapie trans­
krypcji, podobnych do tych, które obserwuje się w trans- 
genicznych szczurzych modelach choroby H untingtona 
[30,31].

ZABURZENIA UDZIAŁU MITOCHONDRIÓW 
W REGULACJI GOSPODARKI WAPNIOWEJ 
JAKO SKUTEK DZIAŁANIA mHtt

Toksyczność pobudzeniow a (ekscytotoksyczność) to­
w arzysząca chorobie H untingtona jest w yw ołana zwięk­
szonym  napływ em  jonów w apnia do komórki na skutek 
nadm iernego pobudzenia receptorów NMDA [32], W w a­
runkach wysokiego stężenia jonów wapnia w  cytosolu mi­
tochondria akum ulują jony w apnia dzięki obecności w  bło­
nie wewnętrznej uniportera wapniowego, transportującego 
je do macierzy mitochondrialnej zgodnie z gradientem  stę­
żenia, co z kolei w ym aga obecności potencjału transbłono- 
wego, (Aip) [33]. Dostępne dane wskazują, że upośledzenie 
udziału m itochondriów w regulacji poziom u jonów w apnia 
w komórce stanowi istotny czynnik w patogenezie choro­
by H untingtona (Ryc. 1). Wyniki badań prow adzonych na 
mitochondriach limfoblastów pochodzących od pacjentów 
z chorobą H untingtona ujawniły znaczny spadek Aip i depo­
laryzację wewnętrznej błony w obecności znacznie niższych 
stężeń Ca2+ niż potrzebne do wywołania takiego samego 
efektu w mitochondriach kontrolnych [34], Podobne wyniki 
uzyskano badając m itochondria transgenicznych myszy, u 
których zachodziła synteza całego białka mHtt, i u których 
zaburzenia zależnej od m itochondriów gospodarki w apnio­
wej zaobserw ow ano jeszcze przed wystąpieniem  objawów 
chorobowych [34], Z kolei wyniki innych doświadczeń [35] 
św iadczą o tym, że m itochondria z mięśni szkieletowych 
transgenicznych myszy, u których zachodzi synteza mHtt, 
charakteryzują się zwiększoną wrażliwością na stres w ap ­
niowy, co prowadzi do deficytu energetycznego komórek i 
w rezultacie zaniku mięśni.

Badania prow adzone na szczurach, u których zachodziła 
synteza m Htt, pozwoliły na zaobserwowanie destabiliza­
cji Aip, wolniejszego napływ u jonów w apnia do macierzy 
mitochondrialnej, obniżoną zdolność m itochondriów do 
akumulacji Ca2+, a także ich obniżone stężenie progow e po­
trzebne do  aktywacji megakanału mitochondrialnego (PTP, 
ang. permeability transition pore) [36]. Co więcej w  obecności 
m H tt m itochondria neuronów prążkowia są bardzo w raż­
liwe na indukow any Ca2+ spadek Aip, co zwiększa szansę 
zajścia zjawiska MMP [37]. Podanie inhibitorów deacetylaz 
białek histonowych (trichostatyna A, maślan sodu) znosi­
ło upośledzenie mitochondrialnej regulacji stężenia Ca2+, 
co sugeruje, iż w yw ołane działaniem m H tt upośledzenie 
udziału m itochondriów w regulacji gospodarki wapniowej 
obejmuje także etap transkrypcji [38].
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ODDZIAŁYWANIE mHtt Z ZEWNĘTRZNĄ 
BŁONĄ MITOCHONDRIALNĄ

O ddziaływanie m H tt z czynnikami transkrypcyjnymi i 
koaktywatoram i oraz z białkami wewnętrznej błony mito­
chondrialnej, nie wyjaśnia wszystkich mechanizmów dys­
funkcji m itochondriów proponow anych dla patogenezy 
choroby Huntingtona. Łańcuch oddechowy jest kluczowym 
elementem umożliwiającym realizację metabolicznych i 
energetycznych funkcji m itochondriów. Jego funkcjonowa­
nie w ym aga spraw nego przebiegu dwóch podstawowych 
procesów; im portu białka i transportu metabolitów. Zatem, 
dysfunkcja łańcucha oddechowego może być konsekwencją 
upośledzenia im portu białka i / lu b  transportu metabolitów. 
Jednym z podstaw ow ych narzędzi wym iany metabolitów 
między m itochondriami i cytoplazmą jest kanał VDAC 
(ang. voltage dependent anion selective channel), nazywany 
również poryną mitochondrialną. Prowadzone od wielu 
lat badania dotyczące znaczenia kanału VDAC wskazują, 
iż uczestniczy on w dystrybucji ATP, homeostazie Ca2+ i 
egzekucji apoptozy [39-43], Co więcej, dzięki w ykorzysta­
niu układu m odelowego opartego na drożdżach S. cerevi- 
siae, wykazano, iż kanał VDAC pośredniczy w determinacji 
stanu oksydacyjno-redukcyjnego cytosolu, który z kolei jest 
istotnym czynnikiem determinującym poziom syntezy bia­
łek eliminujących anionorodnik ponadtlenkow y (MnSOD i 
CuZnSOD), jak i białek wchodzących w skład kompleksów 
importowych zewnętrznej błony mitochondrialnej [44-46]. 
W mitochondriach różnych organizmów stwierdzono w y­
stępowanie izoform białka VDAC, różniących się aktyw no­
ścią kanałową i praw dopodobnie odgrywających różną rolę
[47], Na przykład, w mitochondriach człowieka w ystępu­
ją trzy izoformy białka VDAC, VDAC1, VDAC2 i VDAC3, 
tworzące funkcjonalne kanały. Syntetyzowane są one w 
różnych tkankach i narządach, w tym w mózgu, przy czym 
najniższy ale równocześnie najbardziej jednorodny poziom 
syntezy występuje w przypadku izoformy VDAC3. Poziom 
syntezy izoformy VDAC2 jest najwyższy, przy czym rów ­
nocześnie poziom jej syntezy, podobnie jak w przypadku 
izoformy VDAC1, jest zróżnicowany, także w przypadku 
mózgu (http//biogps.gnf.org). Co ciekawe, badania prote- 
omiczne mysiego modelu choroby H untingtona pozwoliły 
stwierdzić, iż w  przebiegu dysfunkcji leżących u podstaw  
tej choroby dochodzi do intensywnej modyfikacji oksyda­
cyjnej kilku białek, w tym  białka VDAC [48], Zatem, kanał 
VDAC może odgrywać w ażną rolę w  mechanizmie śmierci 
komórek nerwowych, leżącym u podstaw  choroby H un ­
tingtona (Ryc. 1).

Co więcej, istnieją doniesienia wskazujące na bezpośred­
nie oddziaływanie m H tt z zew nętrzną błoną mitochon­
drialną, prow adzące do powstania agregatów tego biał­
ka [34,49,50]. Inne badania wykazały, że koniec aminowy 
m H tt w pływ a bezpośrednio na wyizolowane mitochon­
dria, zaburzając generację Aip oraz homeostazę w apniową 
[49-52], Przypuszcza się więc, że oddziaływanie m H tt z ze­
w nętrzną błoną m itochondrialną może prowadzić do desta­
bilizacji błony i zwiększenia podatności mitochondriów na 
zjawisko MMP pod w pływ em  wysokiego poziomu jonów 
w apnia lub innych czynników proapoptotycznych. O ddzia­
ływanie m H tt z zew nętrzną błoną m itochondrialną może 
również modyfikować działanie aparatu importu białka do
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m itochondriów  (Ryc. 1), co mogłoby tłumaczyć obniżenie 
poziom u podjednostek dehydrogenazy bursztynianowej, 
przy niezm ienionym  poziomie mRNA [53], Zatem, oddzia­
ływanie m H tt z zew nętrzną błoną m itochondrialną może 
urucham iać zmiany strukturalne białek mitochondrialnych, 
co zwiększa ich podatność na modyfikację lub też w miej­
scach akumulacji m H tt dochodzi do generacji stanu stresu 
oksydacyjnego [54].

M itochondria są organellami niezwykle dynamicznymi, 
zmieniającymi swój kształt, podlegającymi fuzji i fragmen- 
tacji [55], Fuzja, czyli łączenie się mitochondriów, jest pro­
cesem niezbędnym  dla komunikacji między mitochondria- 
mi, ułatwiającym ich przemieszczanie się i dystrybucję w 
komórce. Fragmentacja umożliwia odnowę, redystrybucję i 
zwiększenie liczby mitochondriów. Oba procesy podlegają 
ścisłej kontroli i regulacji poprzez liczne białka występujące 
w cytosolu i mitochondriach. Do białek zlokalizowanych w 
zewnętrznej błonie mitochondrialnej należą m iędzy inny­
mi błonowe GTPazy — mitofuzyny (MFN1 i MFN2), które 
uczestniczą w  regulacji fuzji, a także białko Fisi, regulują­
ce proces fragmentacji m itochondriów [55]. Coraz częściej 
sugeruje się, iż zaburzenia w  procesach fuzji i fragmentacji 
m itochondriów  mogą inicjować kaskady neurodegenera- 
cyjne [56], Mocnym argum entem  dla tej hipotezy mogą być 
wyniki badań  dziedzicznych chorób neurodegeneracyjnych 
u człowieka. Przykładem  może być tu choroba Charcota- 
Mariego-Tootha typu 2A, dziedziczna neuropatia ruchowo- 
czuciowa, której przyczyną jest mutacja genu kodującego 
białko MFN2 [57]. W związku z pow yższym  zapropono­
w ano [2], że zaburzenia procesów fuzji i fragmentacji m ito­
chondriów  są ściśle związane z dysfunkcją mitochondriów 
w  rozwoju choroby H untingtona (Ryc. 1). Zatem, H tt przy­
puszczalnie reguluje procesy fuzji i fragmentacji mitochon­
driów  poprzez wiązanie się z białkami zaangażowanym i w 
te procesy, natom iast m H tt może powodować niepraw idło­
we działanie tych białek. Co ciekawe, inne badania pozw o­
liły wykazać, że m H tt wiąże się z białkiem MFN2, najpraw ­
dopodobniej zmieniając jego działanie i zwiększając proces 
fragmentacji m itochondriów prow adząc do apoptozy ko­
mórki [58].

STRATEGIE TERAPEUTYCZNE UWZGLĘDNIAJĄCE 
MITOCHONDRIA -  OD TEORII DO ZASTOSOWAŃ

Dostępne dane pozwalają wnioskować, iż istotnym ele­
m entem  toksycznego działania m H tt jest bezpośrednie 
bądź pośrednie oddziaływanie tego białka na mitochondria, 
uruchamiające praw dopodobnie zmiany w obrębie błon 
m itochondrialnych, prowadzące do zwiększonej produkcji 
RFT i dysfunkcji łańcucha oddechowego [9]. Teoretycznie, 
jeżeli zaburzenia prowadzące do dysfunkcji m itochondriów 
u pacjentów i w zwierzęcych modelach choroby H untingto­
na leżą u podstaw  uszkodzeń i apoptozy neuronów, można 
z dużą pewnością stwierdzić, że próby zniwelowania tych 
zaburzeń mogą przynieść pozytyw ne skutki terapeutyczne. 
Podczas gdy szereg badań nad dysfunkcją m itochondriów 
w chorobie H untingtona wskazuje na istnienie licznych po­
tencjalnych celów terapeutycznych (np. PG C -la  lub dehy­
drogenaza bursztynianowa), niezbędne są przedkliniczne 
badania, które określą możliwość modulacji działania tych 
białek in vivo. Z praktycznego punktu  widzenia, potrzeba
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jeszcze wielu lat na opracowanie skutecznej terapii, jednak­
że już od daw na proponuje się obiecujące strategie terapeu­
tyczne.

W neuronach, w których zachodzi synteza m H tt stwier­
dzono funkcjonowanie mitochondrialnego szlaku apopto- 
tycznego indukowanego poprzez podlegające akumulacji 
białko p53 [23]. Redukcja akumulacji białka p53 poprzez 
wyciszenie ekspresji genu lub z w ykorzystaniem  farm a­
kologicznego inhibitora PFT (z ang. pifithrin-a) elimino­
w ała depolaryzację mitochondrialnej błony wewnętrznej, 
co przeciwdziałało uruchom ieniu apoptozy [23]. W przy ­
padku transgenicznych myszy u których zachodzi synteza 
m Htt, PFT przywracała praw idłow ą aktywność m itochon­
drialnego łańcucha oddechowego [23]. M ożna zatem  przy­
puszczać, że leki o podobnym  działaniu mogą być skutecz­
ne w  neuroprotekcji.

Upośledzenie mitochondrialnej regulacji stężenia Ca2+ w 
komórce, obserwowane w  liniach komórek człowieka oraz 
w  kom órkach mysich modeli choroby H untingtona, mogło­
by być poddane terapii z zastosowaniem  inhibitorów deace- 
tylaz białek histonowych (HDAC, ang. histone deacetylases), 
takich jak trichostatyna A lub maślan sodu [38]. Biorąc pod 
uw agę związek pom iędzy syntezą m H tt a zaburzeniam i na 
poziomie transkrypcji niektórych białek mitochondrialnych, 
taka terapia mogłaby się okazać bardzo skuteczna [38]. Ku 
tym  założeniom skłaniają również wyniki badań  prow adzo­
nych na mysich modelach choroby Huntingtona, w przy­
padku których kuracja inhibitorami HDAC spowalniała 
wystąpienie zaburzeń motorycznych oraz zanik neuronów  
w obrębie prążkowia [59,60]. Na uw agę zasługuje również 
inhibitor aktywacji megakanału m itochondrialnego (PTP), 
cyklosporyna A, która zapobiega otwarciu się PTP w odpo­
wiedzi na zmiany stężenia Ca2+lub stres oksydacyjny [61], 
Badania wykorzystujące transgeniczne myszy syntetyzują­
cych m Htt, wykazały neuroprotekcyjne działanie cyklospo- 
ryny A, która chroniła przed wybiórczą u tratą neuronów  
prążkowia, indukow aną nadm ierną aktywacją receptora 
NMDA [62],

Interesującym kierunkiem  badań w poszukiw aniu sku­
tecznej strategii terapeutycznej wydaje się rów nież poszuki­
wanie odpow iedzi na pytania dotyczące roli upośledzenia 
funkcji kanału VDAC w patogenezie choroby H untingtona 
i określenie tejże zmiany jako wczesnej czy późnej. Prow a­
dzone przez nas badania, we współpracy z zespołem prof. 
J. Jordana (Universidad de Castilla-La Mancha, Albacete, 
Hiszpania), pozwoliły stwierdzić, że zmiany w  aktywności 
kanału VDAC mogą stanowić w ażny element neuroprotek­
cji [63],

Innym, ciekawym kierunkiem  badań zmierzających do 
ustalenia skutecznej terapii w chorobie H untingtona, jest 
próba dobrania odpow iednich suplementów, które mogły­
by poprawić metabolizm energetyczny neuronów  pacjen­
tów z chorobą H untingtona. Najbardziej obiecująca wydaje 
się być kreatyna, związek powstający w  organizmie endo ­
gennie, ale również łatwo wchłaniany przez układ pokar­
mowy [64], Suplementacja diety kreatyną w przypadku m y­
szy, u których zachodziła synteza końca aminowego m Htt, 
zwiększała przeżywalność myszy, zmniejszała zaburzenia

www.postepybiochemii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


ruchowe oraz zanik neuronów  prążkowia [65]. Kreatyna 
jest dobrze tolerowana przez pacjentów z chorobą H un­
tingtona. Zaobserwowano również obniżony, w  stosunku 
do pacjentów nie podlegających suplementacji kreatyną, 
poziom markera stresu oksydacyjnego, 8-hydroksy-2'- 
deoksyguanozyny (8-OHdG) we krwi [66], Dalsze, kilku­
letnie badania kliniczne wykażą, czy uzupełnienie diety w 
kreatynę może spowolnić przebieg choroby H untingtona.

Bezsprzeczny udział w patogenezie choroby H un ting ­
tona przypisuje się rów nież zw iększonem u w ytw arzan iu  
RFT w kom órkach [54,67], P row adzone w ostatn ich  latach 
badania  na zw ierzęcych m odelach choroby H unting tona  
z w ykorzystaniem  zw iązków  o działan iu  antyoksydacyj- 
nym  przyniosły obiecujące wyniki. Na p rzykład , po d a ­
w anie askorbinianu m yszom , stanow iącym  zw ierzęcy 
m odel choroby H unting tona spow alniało  w ystąp ien ie  za ­
burzeń  behaw ioralnych [68], natom iast terap ia  z zastoso ­
w aniem  lipofilnego przeciw utleniacza BN82451 znacznie 
zw iększała przeżyw alność m yszy [69], N ajbardziej obie­
cującym przeciw utleniaczem  jest jednak  koenzym  Q10, 
który oprócz antyoksydacyjnych właściwości, pełni k lu ­
czow ą rolę w transporcie elektronów  w m itochondrial- 
nym  łańcuchu oddechow ym  [70], D uże ilości koenzym u 
Q10 podaw ane m yszom , stanow iącym  zw ierzęcy m odel 
choroby H unting tona, zw iększały ich przeżyw alność, 
ham ow ały  zaburzenia ruchow e, u tra tę  m asy oraz zanik 
neuronów  prążkow ia [71].

PODSUMOWANIE

Nie ulega wątpliwości, że mitochondria pełnią kluczo­
wą rolę w patogenezie choroby Huntingtona. Istnieje wiele 
czynników warunkujących toksyczne działanie mHtt, za­
równo na poziomie ekscytotoksyczności jak i na poziomie 
regulacji transkrypcji genów jądrowych kodujących białka 
mitochondrialne. Liczne badania wskazują również na bez­
pośrednie oddziaływanie m Htt z białkami mitochondrial- 
nymi. Co więcej, coraz częściej zauw aża się powiązanie 
pom iędzy dysfunkcją mitochondriów, pow odow aną tok­
sycznym działaniem m H tt a selektywnym ubytkiem  neuro­
nów prążkowia. Pełne zrozum ienie tych mechanizm ów jest 
niezwykle potrzebne dla znalezienia skutecznych strategii 
terapeutycznych, które opóźniałyby lub istotnie zwalniały 
postęp choroby. Żadna z dotychczas podjętych prób tera­
pii choroby H untingtona nie okazała się skuteczna. Dlate­
go kontynuacja badań skupiających się na oddziaływ aniu 
m H tt na m itochondria to istotny kierunek w  poszukiw a­
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) są stale produkowane w komórkach roślinnych jako ubocz­
ne produkty wielu reakcji metabolicznych, związanych z fotosyntezą, fotorespiracją 

oraz oddychaniem komórkowym. Powstające RFT jako toksyczne dla komórki są usuwane 
przez szereg komórkowych mechanizmów antyoksydacyjnych, zarówno enzymatycznych 
jak i nieenzymatycznych. Stres oksydacyjny występuje wówczas, kiedy dochodzi do za­
chwiania równowagi pomiędzy produkcją RFT a szybkością ich neutralizacji. RFT prowa­
dzą do zniszczeń w obrębie komórki, utleniając tak ważne biocząsteczki jak: lipidy błon 
komórkowych, białka czy DNA. RFT uczestniczą także w przekazywaniu sygnału poprzez 
uruchamianie kaskady reakcji w odpowiedzi na czynniki stresowe, bądź wpływając na eks­
presję genów. Niniejsza praca stanowi przegląd najnowszej literatury dotyczącej lokalizacji 
centrów wytwarzania RFT w obrębie chloroplastów, mechanizmów antyoksydacyjnych oraz 
udziału RFT w przekazywaniu sygnału w komórce roślinnej.

WPROWADZENIE

Reaktywne formy tlenu (RFT; ang. reactive oxygen species) są w ytw arzane w 
komórkach jako produkt uboczny reakcji zachodzących podczas procesów fo­
tosyntezy, fotorespiracji czy oddychania komórkowego. W ytwarzanie RFT jest 
wzm ożone pod w pływ em  środowiskowych czynników stresowych takich jak: 
wysokie natężenie światła, susza, zbyt niska lub zbyt wysoka tem peratura, w y­
sokie zasolenie, niedobory mikro- i makroelementów, atak patogenów, działa­
nie herbicydów, obecność metali ciężkich, na które rośliny są narażone w czasie 
swojego życia. Ponieważ wysoki poziom RFT jest szkodliwy dla komórek, rośli­
ny wykształciły odpow iednie mechanizmy obronne (enzymy antyoksydacyjne, 
endogenne antyutleniacze). Niebezpieczna sytuacja pojawia się wtedy, kiedy 
zostaje zachwiana rów now aga pom iędzy w ytw arzaniem  RFT a ich neutraliza­
cją. Szacuje się, że w w arunkach stresowych, poziom  RFT wzrasta od 3 dolO 
razy [1]. N adm iar RFT powoduje, że obecne w kom órkach mechanizmy anty- 
utleniające nie są w stanie obniżyć ich zawartości do bezpiecznego dla kom ór­
ki poziomu. Dochodzi do niebezpiecznego stanu, określanego m ianem stresu 
oksydacyjnego (ang. oxidative stress) [1], RFT jako cząsteczki reaktywne, pow o­
dują utlenienie biocząsteczek takich jak: lipidy, białka, barwniki oraz DNA [2], 
W zmożona peroksydacja lipidów błonowych występuje wówczas, gdy RFT re­
agują z nienasyconymi kwasam i tłuszczowymi, będącymi składnikiem lipidów 
błon komórkowych, co prow adzi do zniszczenia struktury błony, utraty turgoru 
komórek, a w  efekcie do znacznego rozluźnienia struktury całej tkanki i jej ob­
um arcia [1], RFT oddziałując z białkami pow odują modyfikacje aminokwasów, 
fragmentację łańcuchów polipeptydowych, ich dalszą agregację lub w ytw arza­
nie w iązań pom iędzy nimi. O ddziaływanie RFT z białkami może także prow a­
dzić do ich proteolizy [1], RFT generują także uszkodzenia w  DNA, powodując 
utlenienie zasad azotowych, uszkodzenia reszt cukrowych, rozerwanie w iązań 
fosfodiestrowych łączących nukleotydy, co w efekcie prow adzi do pęknięcia nici 
kwasów nukleinowych i mutacji [3,4].

Odkrycia ostatnich dekad pokazują jednak, że RFT mają dw a oblicza. Jedno 
z nich jest niebezpieczne, prow adzące do zniszczeń, a nawet śmierci komórki, 
drugie objawia się istotnym  udziałem  w przekazyw aniu sygnału i kontroli w aż­
nych procesów takich jak: w zrost czy rozwój roślin.

RODZAJE REAKTYWNYCH FORM TLENOWYCH 
GENEROWANYCH W KOMÓRCE ROŚLINNEJ

Życie w  atmosferze bogatej w tlen niesie ze sobą potencjalne ryzyko w ystą­
pienia stresu oksydacyjnego. Tlen w stanie podstaw ow ym  nie stanowi proble­
m u dla komórki, poniew aż jest on stosunkowo mało reaktywny w porów naniu 
z pochodnymi, jakie tworzy: nadtlenkiem  w odoru (H20 2), anionorodnikiem
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ponadtlenkow ym  (0 2‘ ) oraz rodnikiem  hydroksylow ym  
(’OH). Ten relatywnie stabilny stan podstaw ow y tlenu 
jest jego stanem tripletowym, z dw om a niesparow anym i 
elektronami zlokalizowanymi na różnych orbitalach anty- 
wiążących (rc*). Tlen w stanie tripletowym  może utleniać 
inne cząsteczki, jednak pomimo swojej wysokiej reaktyw ­
ności termodynamicznej, reakcje te są wolne ze w zględu na 
ograniczenia spinowe [5], Tlen cząsteczkowy może zostać 
przekształcony w formy bardziej aktywne chemicznie albo 
poprzez transfer energii (wytwarza się wówczas tlen single- 
towy) albo poprzez reakcje elektronowe, co prow adzi do 
wytworzenia anionorodnika ponadtlenkowego, nadtlenku 
w odoru oraz rodnika hydroksylowego. W czasie redukcji 
tlenu cząsteczkowego ( 0 2) (Równanie 1) generowane są 
RFT [6]. Pierwszy etap tej łańcuchowej reakcji w ym aga ini­
cjacji, podczas gdy pozostałe trzy stadia są egzotermiczne i 
mogą zachodzić spontanicznie, niezależnie od tego czy są 
katalizowane czy nie [2].

0 2 — (H )02-  -> H 20 2 OH* + H 20  - ►  2H20  (Równanie 1)

W pierwszym  etapie redukcji 0 2 powstaje relatywnie 
krótko żyjący i słabo dyfundujący rodnik w odoronadtlen- 
kowy (HO,*') oraz anionorodnik ponadtlenkow y 0 2*'. Te 
tlenowe rodniki są reaktywne, mogą tworzyć hydroksynad- 
tlenki reagując z dienami, jak również utleniać aminokwasy 
(np. histydynę, metioninę i tryptofan) [2].

Dalsza redukcja 0 2 generuje nadtlenek w odoru (H20 2), 
który ma relatywnie długi okres półtrwania (1 ms) [2], Bio­
logiczna toksyczność H zO, wiąże się z utlenianiem  grup ho ­
lowych (-SH) oraz utlenianiem jonów metali przejściowych 
(np. Fe2+ do Fe3+, C u+ do Cu2+). Utlenianie jonów metali 
przejściowych prow adzi do pow staw ania rodnika hydrok­
sylowego (*OH). Schemat reakcji Fentona, w  czasie której

Fe2+ jest utleniany do Fe3+ oraz w ytw arza się ’OH przedsta­
wiają poniższe równania:

0 2-  + Fe3+ Fe2+ + 0 2 

H 20 2 + Fe2+ —► Fe3+ + O H ’ + ’OH

Rodnik hydroksylowy (’OH) to jeden z najbardziej reak­
tywnych utleniaczy znanych obecnie. Jego wysoki potencjał 
redoks (2,31 V) wskazuje na bardzo silne właściwości utle­
niające oraz na możliwość reakcji praktycznie ze wszystkimi 
substancjami występującymi w organizmie [4]. Co więcej, 
obecnie nie jest znany żaden enzym, zdolny do usuw ania tej 
niezwykle aktywnej chemicznie formy RFT.

Innym rodzajem reaktywnej formy tlenu jest tlen single- 
towy (’O,). Jest to cząsteczka tlenu będąca w  pierwszym  
w zbudzonym  stanie elektronowym  [7]. Powstaje ona w 
w yniku fotoaktywacji i łatwo utlenia wiele ważnych z bio­
logicznego punktu  w idzenia cząsteczek, przez co jest tok­
syczna dla komórek [7], Tlen singletowy ma krótki okres 
półtrwania w komórkach — ok. 200 ns [5], przez co reaguje 
głównie z biocząsteczkami w  najbliższym otoczeniu. Obli­
czono, że 40 2 może dyfundować na odległość ok. 10 nm  [8].

WYTWARZANIE RFT W KOMÓRCE ROŚLINNEJ ZE 
SZCZEGÓLNYM UWZGLĘDNIENIEM CHLOROPLASTÓW

Głównymi miejscami wytw arzania RFT w komórce ro­
ślinnej są: m itochondria, chloroplasty, peroksysomy, błony 
kom órkowe oraz apoplast (Rye. 1) [1], W przeciwieństwie 
do m itochondriów zwierzęcych, udział mitochondriów ro­
ślinnych w produkcji całkowitej puli RFT w komórce jest 
niewielki [9], Może być to związane z obecnością w  rośli­
nach alternatywnej oksydazy (AOX; ang. alternative oxidase), 
która tworzy boczne odgałęzienie szlaku cytochromowego 

na poziomie ubichinonu (UQ) i przenosi 
elektrony z ubichinolu (UQH2) w prost na 
tlen, z pominięciem kompleksów III i IV 
[9]. Oksydaza alternatywna w spółzaw od­
niczy zatem z kompleksem cytochromu 
bc: o elektrony, tym  samym ograniczając 
produkcję RFT. Potwierdzeniem  tego faktu 
są dane wykazujące, że H 20 2 indukuje syn­
tezę AOX [10], z kolei nadprodukcja AOX 
zmniejsza produkcję RFT, natomiast obni­
żony poziom AOX prow adzi do 5-krotne- 
go w zrostu poziom u RFT [11],

RFT produkow ane są także w peroksy- 
somach gdzie przebiega część reakcji pro­
cesu fotooddychania, podczas których ge­
nerow any jest H 20 2. Ponadto w peroksyso- 
mach, H 20 2 powstaje jako produkt ubocz­
ny p-oksydacji kwasów tłuszczowych [1], 
Trzecim źródłem  RFT w peroksysomach 
jest aktywność oksydazy ksantynowej, 
która produkuje O ,’“ w czasie katabolizmu 
puryn [1], W ykazano także, że 0 2*" jest w y­
tw arzany w błonach peroksysomów gro­
chu w wyniku indukcji przez NADH lub 
NADPH [1],

Błony
komórkowe

Chloroplasty Mikrociała

Mitochondria
RFT

Retikulum
endoplazmatyczne

DZIAŁANIE UŻYTECZNE

i
Przekazywanie sygnału 
oraz regulacja transkrypcji

DZIAŁANIE DESTRUKCYJNE

Stres oksydacyjny

Kaskadowa reakcja 
z udziałem kinaz białkowych

Degradacja na poziomie molekularnym 
(lipidy błonowe, białka, DNA, barwniki)

Czynniki transkrypcyjne
Degradacja na poziomie komórkowym 
(zniszczenie błon komórkowych, utrata 
funkcji organelli, redukcja wydajności metabolicznej, 
wyciek elektrolityczny)

Transkrypcja Śmierć komórki

Rycina 1. Miejsca tw orzenia RFT w komórce roślinnej oraz fizjologiczne konsekwencje ich obecności.

Postępy Biochemii 56 (2) 2010 183http://rcin.org.pl



W siateczce śródplazmatycznej O / - w ytw arzany jest jako 
wynik reakcji detoksyfikacyjnych katalizowanych przez 
cytochrom P450 [1]. RFT są także w ytw arzane w błonach 
kom órkowych przez oksydazy NADPH [1] zarów no w w a­
runkach stresu biotycznego jak i abiotycznego [12].

W apopłaście RFT generowane są przez pH-zależne pe­
roksydazy ścian komórkowych, oksydazy szczawianowe 
i oksydazy aminowe [1]. W ytworzony w apopłaście H ,O 0 
może być utylizowany w  czasie lignifikacji i w zrostu ściany 
komórkowej przez związane ze ścianą peroksydazy [3],

Pomimo wielu źródeł RFT w komórce roślinnej, kluczo­
w ym  miejscem ich w ytw arzania są chloroplasty. RFT po­
wstają w czasie przepływ u elektronów przez łańcuch foto- 
syntetyczny, zlokalizowany w błonach tylakoidowych [13], 
W jego obrębie miejscami szczególnie aktyw nym i w w y­
tw arzani RFT są: fotosystem I (PSI) oraz fotosystem II (PSU)
[14], PSU jest nie tylko miejscem gdzie produkow ane są 
RFT, lecz przede wszystkim  w ytw arzany jest tlen cząstecz­
kowy. RFT w obrębie PSU tw orzą się zarówno w w arun ­
kach redukujących (po stronie akceptorowej PSU) jak i utle­
niających (po stronie donorowej) i są to: O / ' ,  H 70., oraz ‘OH
[15]. Istnieją dane doświadczalne pokazujące, że w  określo­
nych warunkach, np. w przypadku braku lub niecałkowitej 
redukcji puli plastochinonu po stronie akceptorowej PSU, 
tlen cząsteczkowy jest redukow any do O ,’-, H 20 2 i ‘OH [15]. 
Przenośnikami elektronów, które potencjalnie mogą prze­
prow adzać redukcję 0 2 w tym  szlaku są: feofityna (anion 
feofitynowy; Pheo ) oraz pierwotny chinonowy akceptor 
elektronowy QA‘ [15], Są także doniesienia wskazujące na 
udział plastochinonu oraz cytochromu b55g w  redukcji 0 2 w 
obrębie PSII [16,17].

W wyniku dysmutacji 0 2*' w ytworzonego po akceptoro­
wej stronie PSII powstaje wolny (niezwiązany) H,0., [15]. 
Dane doświadczalne wskazują, że oprócz wolnego H 20 2 
w czasie oświetlania PSII tworzy się także H 2CĘ w formie 
związanej [18]. Przypuszczalnie taka forma H^O., powstaje 
w w yniku interakcji O ,’- z centrami metali obecnymi w PSII. 
Mogą to być: kompleks m anganowy rozkładający wodę 
(OEC; z ang. oxygen evolving complex), cytochrom b559 lub że­
lazo niehem owe [18], W dalszej kolejności z H 20 2 na drodze 
jednoelektronowej reakcji Fentona powstaje ‘OH. Jonami 
metali katalizującymi tę reakcję w obrębie PSII mogą być: 
Fe2+, C u+ lub Mn2+ [15],

Strona donorowa PSII również może być producentem 
RFT. Wykazano, że błony tylakoidowe poddaw ane takim za­
biegom jak: odpłukiwanie roztworami soli, zmiany pH  czy 
traktowanie wysoką temperaturą, cechują się zwiększonym 
powstawaniem H2CĘ [15]. W ytworzony w ten sposób H 20 2 
może być utleniany do O / “ lub redukowany do ‘O H  [15],

Oprócz produkcji wymienionych wyżej rodzajów RFT, 
PSII jest głównym miejscem wytwarzania tlenu singletowe- 
go (a0 2). Po raz pierwszy powstawanie ^  w  tylakoidach 
pod wpływem  światła wykazali Kautsky i Bruijn [19], x0 2 
powstaje w czasie przechodzenia wzbudzonego stanu triple- 
towego cząsteczki chlorofilu (3Chl*) do stanu singletowego 
(’Chi*). Ponieważ 3Chl* jest cząsteczką relatywnie dłużej ży­
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jącą ("TO"3 s) niż ’Chi* (~10 8 s), zwiększa to prawdopodobień- j  

stwo zajścia jego reakcji z tlenem cząsteczkowym (którego 
stan podstawowy jest stanem tripletowym), w  wyniku której 
produkowany jest ’O, [19]. Głównymi miejscami powstawa- I 
nia w obrębie chloroplastu są: centrum  reakcji PSII oraz 
kompleksy antenowe LHC (ang. light-harvesting antena com­
plexes) [19]. Wytwarzany w tym miejscu 'O, może reagować 
z białkami, barwnikami oraz lipidami prowadząc do utraty 
aktywności PSII przez degradację białka D l (białka znajdują­
cego się w centrum reakcji PSII) oraz utlenianie barwników 
fotosyntetycznych [5]. O ile wytwarzanie tlenu singletowego 
w  obrębie PSII zostało dobrze udokum entowane, to wydaje 
się, że ta reaktywna forma tlenu nie jest produkow ana w ob­
rębie fotosystemu I (PSI) [19].

Fotosystem I jest odpowiedzialny za redukcję 0 2 z udzia­
łem światła (tzw. fotoredukcję) [20], Reakcja przeniesienia 
elektronu z PSI bezpośrednio na 0 2 z wytworzeniem O J ,  
znana jest szerzej pod nazwą reakcji Mehlera [21]. Głównym 
składnikiem biorącym udział w generacji O j  oprócz PSI, 
w  warunkach silnego natężenia światła w nienaruszonych 
chloroplastach, jest reduktaza monodehydroaskorbinianowa 
(MDHAR), zawierająca FAD jako kofaktor [22], Enzym ten 
jest luźno związany z błoną tylakoidu i nie występuje w  izo­
lowanych tylakoidach [22]. W związku z tym zasugerowa­
no, że w obrębie PSI O j  jest produkow any w  aprotycznym, 
hydrofobowym wnętrzu błony tylakoidowej z udziałem cen­
trów żelazo-siarkowych Fe-S: Fx oraz FA/B [20], Dodatkowo, 
jak wykazał Kruk i współaut. [20] w  produkcji 0 2*' pośred­
niczy także witamina KI, będąca jednym ze składników PSI. 
Ponadto, podczas intensywnie przebiegającej fotosyntezy fer- 
rodoksyna utrzymuje się w stanie zredukow anym  i nadmiar 
elektronów może być bezpośrednio przeniesiony z ferredok- 
syny na 0 2, wytwarzając w efekcie O / - [23]. Utworzony w 
wyniku tych procesów O J  dyfunduje na powierzchnię bło­
ny, gdzie ulega protonacji i dysmutacji dając w  efekcie H 20 2 
oraz 0 2. Istnieją dane sugerujące, że Q,*“ może redukować 
utlenioną formę cytochromu /  oraz plastocjaninę wywołując 
w ten sposób 0 2‘~-zależny cykliczny przepływ elektronów 
wokół PSI [24]. Wytworzony w pozbawionym protonów ; 
wnętrzu tylakoidów 0 2*' ma wydłużony czas życia i wpływa ! 
na szybkość utleniania lipidów oraz destrukcję białek bło- I 
nowych. W fazie wodnej, O,* po dysmutacji do H ,0 2 i Oz, 
jest szczególnie toksyczny dla enzymów cyklu Calvina oraz 
kompleksu rozkładającego wodę [20],

W chloroplastach funkcjonuje enzymatyczny cykl reak­
cji zapobiegający uszkodzeniu aparatu fotosyntetycznego, 
znany pod nazw ą cyklu askorbinianowo-glutationowego 
lub cyklu Halliwella-Asady, który neutralizuje wytworzony 
O J  [25], W ytworzony w chloroplastach O,*'jest przekształ­
cany przez obecną w chloroplastach CuZn-dysm utazę po- 
nadtlenkową (ZnCuSOD) do H 2Oz [26]. Reakcja O / ' z H 20 2 
(w obecności jonów metali przejściowych np. Fe2+) prow a­
dzi do powstania aktywnego chemicznie ‘OH [27].

We wnętrzu tylakoidu, gdzie, jak wcześniej w spom nia­
no, środowisko jest lipofilne, a czas życia 0 2*' jest znacznie 
wydłużony, enzym y usuwające 0 2‘~ i H 20 2 nie mają do ­
stępu do tych RFT. W tym  miejscu funkcję antyutleniającą 
pełnią hydrofobowe związki takie jak: plastochinol (PQH2), 
a-tokoferol oraz a-tokoferylochinol [20].
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Dane literaturowe wskazują również, że ’O, jest genero­
w any przez izolowane kompleksy cytochromowe b j podda­
ne oświetlaniu [28], Przypuszczalnie w  obrębie kompleksu 
cytochromu bj, miejscem odpow iedzialnym  za w ytw arza­
nie ’0 2 nie są cytochromy, a jest nim  klaster Fe-S w centrum  
Rieskiego [28]. Jednakże w pływ  ’O, produkow anego w tym 
miejscu na fotohamowanie PSU jest niejasny i w ym aga dal­
szych badań. Co więcej, nieznana jest też funkcja obecnej w 
kompleksie b j  cząsteczki chlorofilu. Być może uczestniczy 
ona także w w ytw arzaniu ’O., w  tym  miejscu i działa jako 
fotosensybilizator [5].

W chloroplastach występują trzy typy procesów, w  któ­
rych tlen cząsteczkowy jest metabolizowany. Procesy te są 
ściśle związane z fotosyntezą i są to: i) utleniająca aktyw ­
ność karboksylazy/oksygenazy rybulozo 1,5-bisfosforanu 
(Rubisco) w czasie fotooddychania; ii) chlororespiracja; oraz 
om ówiona wyżej iii) reakcja Mehlera czyli bezpośrednia 
redukcja 0 2 przez PSI [9], W w arunkach wysokiej tem pe­
ratury lub kiedy stężenie wew nątrzkom órkow ego C 0 2 jest 
bardzo niskie (np. na skutek bardzo intensywnej fotosyn­
tezy) Rubisco katalizuje reakcje utlenienia, która prow adzi 
do utw orzenia glikolanu, który jest następnie transportow a­
ny z chloroplastów do peroksysomów. W peroksysomach 
oksydaza glikolanowa z udziałem  0 2 utlenia glikolan do 
kw asu glioksalowego, uwalniając H 90 2 [9].

Chlororespiracja jest alternatywnym procesem przenie­
sienia elektronów obejmującym redukcję plastochinonu z 
udziałem dehydrogenazy NAD(P)H oraz utlenianie zredu­
kowanego PQ przez terminalną oksydazę z równoczesnym 
wytworzeniem wody. Istnienie chlororespiracji wykazano u 
glonów oraz roślin wyższych. Uważa się, że jest to jeden z me­
chanizmów fotoprotekcyjnych, który wypełnia swoją funkcję 
przez utlenianie reduktorów pochodzących ze stromy [29], Do 
przenośników elektronowych zaangażowanych w chlorore- 
spirację należą, oprócz dehydrogenazy NAD(P)H oraz oksy­
dazy terminalnej, także przenośniki wspólne z fotosyntetycz-

Rycina 2. Schem at pow staw ania RFT, aktywności enzym ów antyoksydacyjnych 
oraz aktywacja ekspresji genów. SOD — dysm utaza ponadtlenkow a; CAT — ka- 
talaza; GPX — peroksydaza glutationowa, GSH — glutation; GSSG — utleniony 
glutation; APX — peroksydaza askorbinianowa; Asc — askorbinian; M DHA — 
m onodehydroaskorbinian; DHA — dehydroaskorbinian; MDHAR — reduktaza 
m onodehydroaskorbin ianow a; DHAR — reduktaza dehydroaskorbinianowa; 
GR — reduk taza  glutationow a; NADPH — dinukleotyd n ikotynam idoadenino- 
wy.

nym łańcuchem transportu elektronów, takie jak: cytochromy 
c-553, b j  oraz PQ. Wspólne przenośniki są wykorzystywane w 
ciemności do chlororespiracji, a na świetle do fotosyntezy [30].

M ECHANIZM Y OBRONNE

NIEENZYMATYCZNE MECHANIZMY OBRONNE

Do nieenzymatycznych antyoksydantów zalicza się dwa 
bardzo ważne bufory redoks: askorbinian (Asc, witamina C) 
i glutation (GSH), a także: tokoferole (witamina E), flawono- 
idy, alkaloidy oraz karotenoidy [9], O tym jak istotną rolę 
w  zm iataniu RFT pełnią GSH oraz Asc, świadczy znacznie 
podw yższona podatność na uszkodzenia wywołane różny­
mi rodzajami stresu u m utantów  z obniżonym poziomem 
Asc oraz zmienioną zawartością GSH [31,32], Asc bierze 
udział w  cyklu reakcji rozkładających H 20 2 (cykl Halliwel- 
la-Asady). Z całkowitej puli Asc występującego w kom ór­
ce, aż 30-40% zlokalizowane jest w  chloroplastach [33], Asc 
jest także skutecznym  wygaszaczem ’O, [34]. Reakcja Asc 
z 10 9 prow adzi do powstania dehydroaskorbinianu (DHA) 
oraz H 20 2, który wchodzi w  cykl przem ian Halliwella-Asa- 
dy (Ryc. 2) [33]. M utant vtc2 Arabidopsis thaliana, który po­
siada tylko 10-30% zawartości Asc występującego u typu 
dzikiego jest światło-wrażliwy, a także nasilona jest u niego 
peroksydacja lipidów [7]. M utant vtc2 zaaklimatyzowany 
do wysokiego natężenia światła wykazuje podwyższony 
poziom GSH, co może świadczyć o próbie kompensacji 
przez GSH niedoborów Asc. Jednakże w porów naniu z Asc, 
GSH posiada znacznie mniejszą zdolność do wygaszania 
’Oj, czym m ożna tłumaczyć występowanie u m utanta vtc2 
chronicznych objawów stresu oksydacyjnego [33]. Jednak­
że trudno wiązać niedobór witam iny C jedynie z obniżoną 
zdolnością do dezaktywacji ’0 2, ponieważ jak wspom niano 
wcześniej, Asc bierze udział w  wielu mechanizmach anty­
oksydacyjnych takich jak: fotokonwersja w iolaksantyna/ 
zeaksantyna, regeneracja rodnika tokoferylowego, czy cykl 
Halliwella-Asady [33],

Karotenoidy mają największe znaczenie w wygaszaniu 
’Oj, choć ich rola w  likwidacji innych RFT także została po­
twierdzona [7], W PSII, który jest głównym miejscem tworze­
nia '0 2, występują liczne ksantofile, tj. luteina, wiolaksanty­
na, neoksantyna i zeaksantyna. Wykazano, że występująca w 
największych ilościach luteina (ok. 60% wszystkich ksanto- 
fili) jest niezbędna do wydajnego wygaszania 3Chl* oraz ’O, 
w  LHCII [7], Izolowane anteny LHCII z pozbawionego lu- 
teiny m utanta lut2 Arabidopsis thaliana poddawane stresowi 
świetlnemu były znacznie bardziej podatne na uszkodzenia, 
niż LHCII izolowane z typu dzikiego [35], Co ciekawe, całe 
rośliny m utanta lut2 w  warunkach stresu świetlnego nie w y­
kazywały różnic w odniesieniu do kontroli [35]. To zjawisko 
tłumaczone jest działaniem kompensacyjnym zeaksantyny, 
która akumuluje się w  liściach m utanta lut2 i praw dopo­
dobnie to ona przejmuje funkcje antyoksydacyjne luteiny 
[35], Potwierdzeniem tej hipotezy jest fakt, że podwójny 
mutant, pozbawiony zarówno luteiny jak i zeaksantyny, 
jest niezmiernie wrażliwy na stres świetlny [35]. Spośród 
karotenoidów biorących udział w fotoprotekcji, kluczową 
rolę pełni zeaksantyna. Tworzy się ona na świetle z wiolak- 
santyny przy udziale deepoksydazy wiolaksantyny w tzw. 
cyklu ksantofilowym [36]. Cykl ksantofilowy jest jednym z
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elementów niefotochemicznego wygaszania (qE; ang. ener­
gy-dependent non-photochemical quenching) [7]. Poza cyklem 
ksantofilowym, zeaksantyna pełni także funkcję antyoksy- 
dacyjną: wygasza RFT oraz chroni lipidy przed utlenieniem 
[7], Innym karotenoidem, zaangażowanym w  działalność an- 
tyoksydacyjną jest neoksantyna. Wyniki badań sugerują, że 
bierze ona udział w  ochronie PSII przed O / ',  dyfundującym 
z tylakoidów stromy do gran [37],

Innymi skutecznymi przeciwutleniaczami są tokoferole. 
Należą one wraz z tokotrienolami do kom pleksu witam i­
ny E. W ykazano, że w  roślinach tokoferole i tokotrienole 
usuwają rodnikowe produkty utleniania lipidów, wygasza­
ją ’O, oraz usuwają RFT [38,39], Tokoferole i tokotrienole 
neutralizują powstające w  czasie utleniania wieloniena- 
syconych kwasów tłuszczowych (PUFA) rodniki nadtlen­
kowe lipidów, poprzez przeniesienie atom u w odoru ze 
swojej g rupy -O H  , który przyłącza się do rodnika lipido­
wego. W w yniku przeniesienia atom u w odoru tworzą się 
rodniki tokoferoksylowe lub tokotrienoksylowe, które są 
regenerowane przez Asc do form wyjściowych [39], Jedna 
z form tokoferoli — a-tokoferol jest efektywnym  wygasza- 
czem ’Oj w ytworzonego w PSII [34], a-Tokoferol jest także 
zaangażow any w chemiczną reakcję usuw ania ’O, [34], W 
czasie tej reakcji powstaje epoksyd tokoferylochinonu oraz 
a-tokoferylochinon. Ten ostatni w  postaci zredukowanej 
(jako a-tokoferylochinol), także posiada silne właściwości 
przeciwutleniające [40,41].

Związkiem o charakterze antyoksydacyjnym jest także 
zredukow ana forma plastochinonu, plastochinol (PQH7)
[41]. W ygaszanie ’0 2 przez PQH2 jest prawie równie efek­
tywne jak wygaszanie przez a-tokoferol [34]. Kruk i współ- 
aut. [42] wykazali, że PQ H 2, podobnie jak tokoferol, pełni 
rolę ochronną w  stosunku do PSII w w arunkach stresu 
świetlnego przez wygaszanie 'O , generowanego przez 
3Chl* w centrum  reakcji. PQH2 jest ponadto głównym  pre- 
nylochinonem w ytw arzanym  w odpow iedzi na stres świetl­
ny w Arabidopsis thaliana [43].

Dane literaturowe ostatnich lat wykazują, że skutecznym 
wygaszaczem ’0 2 jest także w itam ina B6 (pirydoksyna) [44]. 
Po raz pierwszy udział witam iny B( w tym procesie wyka­
zano u grzybów z rodzaju Cercospora. Ponadto dowiedzio­
no, ze gen PDXI Arabidopsis kodujący syntazę pirydoksyny 
jest zaangażow any w  tolerancję rośliny na w arunki streso­
we [7],

MECHANIZMY ZAPOBIEGAJĄCE 
POWSTAWANIU TLENU SINGLETOWEGO

Tlen singletowy może reagować z białkami, barwnikami 
oraz lipidam i i praw dopodobnie jest najgroźniejszą formą 
RFT prow adzącą do utraty aktywności PSII przez degra­
dację białka D l oraz niszczenie barwników fotosyntetycz- 
nych [5], Sądzi się, że degradacja białka D l jest fizjologicz­
ną ochroną przed niekontrolowanym  zniszczeniem całego 
kom pleksu PSII. Kontrolowana destrukcja białka D l jest 
uw ażana za swoisty „zaw ór bezpieczeństwa" detoksykują- 
cy a0 2 w miejscu jego w ytw orzenia [45]. Uszkodzone białko 
D l jest degradow ane, a jego miejsce w PSII zajmuje nowo 
syntetyzowane białko D l [5,19]. W komórkach roślinnych 
istnieje kilka ochronnych m echanizm ów zapobiegających
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pow staw aniu ’0 2. G łównym zadaniem  tych mechanizmów 
jest likwidacja potencjalnych źródeł ’0 2, czyli cząsteczek 
chlorofilu we w zbudzonym  stanie trypletow ym  (3Chl*) i sin­
gletowy m (’Chi*). Kiedy energia w zbudzenia absorbowana 
przez anteny chloroplastowe przew yższa fotochemiczne za­
potrzebowanie, czas życia ’Chi* zostaje w ydłużony, co z ko­
lei zwiększa praw dopodobieństw o jego konwersji do 3Chl*, 
a to w  efekcie sprzyja produkcji ’0 2 [19]. Aby zredukow ać 
do m inim um  ten niepożądany proces, rośliny wytworzyły 
specyficzny, natychmiastowo indukow any mechanizm w y­
gaszający ’Chi* w antenach PSII, w  momencie kiedy energia 
zostanie zaabsorbowana w nadm iarze [7], W tym  zależnym 
od energii niefotochemicznym w ygaszaniu (qE) dochodzi 
do bezpromienistej dezaktywacji cząsteczek ’Chi*, czego 
efektem jest emisja nadm iaru energii w  postaci ciepła [7],

Innym  sposobem na zapobieżenie pow staw aniu ’0 2 jest 
likwidacja powstałego już 3Chl*. O dbyw a się to poprzez fi­
zyczne wygaszenie 3Chl* przez karotenoidy obecne w LHC.
W w yniku tego oddziaływania powstają trypletowe formy 
karotenoidów, które powracają do stanu podstaw ow ego 
emitując ciepło [7], Jednakże, podstaw ow ym  w arunkiem  
wygaszania 3Chl* przez karotenoidy jest ich bliski kontakt, 
ponieważ przeniesienie energii stanu tripletowego następu­
je na zasadzie mechanizmu wymiennego, którego efektyw­
ność maleje wykładniczo w raz z odległością [7],

Mechanizmem ograniczającym produkcję 'On w  obrębie 
chloroplastu jest również likwidacja niezwiązanego (wolnego) 
chlorofilu oraz jego prekursorów, które są niekontrolowany­
mi generatorami 'O, [7], Istnieje kilka fizjologicznych sytuacji 
powodujących pojawienie się chlorofilu w wolnej formie: zie- j 
lenienie etiolowanych siewek, przekształcanie chloroplastów 
w chromoplasty podczas dojrzewania owoców czy uwalnia­
nie wolnego chlorofilu przez fotosystem w warunkach stresu 
świetlnego. Rośliny wykształciły mechanizm wychwytujący 
uwolniony chlorofil, a przez to zabezpieczający komórki przed 
'0 2, poprzez produkcję białek specyficznie wiążących barwni­
ki (PBP; z ang. pigment-binding protein). Do białek funkcjonu­
jących jako zmiatacze wolnego chlorofilu należą: ELIP (z ang. 
early light-induced proteins) oraz rozpuszczalne w wodzie białka 
WSCP (z ang. water-soluble chlorophyll-binding protein) [7],

ENZYMATYCZNE MECHANIZMY OBRONNE

Do enzymów zaangażowanych w mechanizmy usuwania 
RFT zaliczamy: dysmutazy ponadtlenkowe (SOD), peroksy- 
dazę askorbinianową (APX), peroksydazę glutationową (GPX) 
oraz katalazę (CAT) (Tabela 1). Dysmutazy stanowią pierwszą 
linię obrony przed RFT, katalizują reakcję dysmutacji O / '  do 
H2Ov Wytworzony w wyniku reakcji katalizowanej przez 
SÓD H20 2 jest z kolei usuwany przez APX, GPX oraz CAT. 
Katalazy (CAT) są głównymi enzymami antyoksydacyjnymi 
i nieodzownym składnikiem całego systemu przeciwutlenia- 
jącego [1] (Ryc. 2). Reakcja katalizowana przez CAT polega na 
bezpośrednim rozkładzie H20 2 do H20  i 0 2.

Reakcje przeprow adzane z udziałem  APX oraz GPX są 
bardziej skomplikowane i wymagają sprawnego systemu 
regeneracji Asc oraz GSH [9], W ytworzony w chloropla­
stach H 20 2 jest usuw any przez peroksydazę askorbiniano­
wą (APX), z którą współdziałają reduktaza dehydroaskorbi-
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Tabela 1. Rodzaje enzym ów  antyoksydacyjnych i reakcje przez nie katalizowane

I Enzym Numer EC Katalizowana reakcja

dysmutaza ponadtlenkowa 1.15.1.1 0 2-  + 0 2-  + 2H+ — 2H20 2 + 0 2

katalaza 1.11.1.6 2H20 2 — O, + 2H20

peroksydaza glutationowa 1.11.1.12 2GSH + R-OOH - ♦  GSSG + R-OH + 2H20

peroksydaza askorbinianowa 1.11.1.11 Asc + H20 2 — DHA + 2H20

reduktaza monodehydroaskorbinianowa 1.6.5.4 NADH + 2MDHA -» NAD+ + 2Asc

reduktaza dehydroaskorbinianowa 1.8.5.1 2GSH + DHA -» GSSG + Asc

reduktaza glutationowa 1.6.4.2 NADPH + GSSG — NADP+ + 2GSH

nianiowa regenerująca Asc kosztem utlenienia GSH, a tak­
że reduktaza glutationowa przeprowadzająca regenerację 
GSH kosztem NADPH [1,4]. Cykl sprzężonych reakcji kata­
lizowanych przez te enzymy nosi nazwę cyklu Halliwella- 
Asady [15,26], Lokalizacja APX oraz innych enzym ów anty­
oksydacyjnych wskazuje, że chloroplasty redukują H 20 2 z 
udziałem APX wykorzystując elektrony pochodzące z roz­
kładu wody w obrębie PSU [14]; inna nazw a dla cyklu tych 
reakcji to cykl w oda-w oda [15,25,26],

UDZIAŁ RFT W PRZEKAZYWANIU SYGNAŁÓW

Początkowo RFT traktowane były tylko jako toksyczne, 
uboczne produkty tlenowego metabolizmu, które dzięki obec­
ności antyutleniaczy i enzymów antyutleniających są skutecz­
nie usuwane z komórki. Dzięki badaniom ostatnich lat udało 
się odkryć nową, niezmiernie ważną funkcję RFT — udział 
w przekazywaniu sygnałów w komórce roślinnej, co z kolei 
przekłada się na kontrolę tak istotnych procesów jak: wzrost, 
rozwój, cykl komórkowy, ruchy aparatów szparkowych, od­
powiedź na stres biotyczny i abiotyczny oraz programowana 
śmierć komórki (PCD, ang. programmed celi deatli) [1,46,47]. Ta 
dualistyczna funkcja RFT możliwa jest dzięki istnieniu rów­
nowagi pomiędzy ich produkcją a zmiataniem. W kontrolę 
nad utrzymaniem takiej sytuacji zaangażowana jest ogromna 
liczba genów, określanych jako „sieć genów zaangażowanych 
w kontrolę RFT" (z ang. ROS gene network) [48], Przykłado­
wo, w Arabidopsis thaliana w regulację produkcji/wygaszania 
RFT zaangażowanych jest ponad 150 genów [49], W utrzyma­
niu komórkowej homeostazy RFT oprócz białek i enzymów, 
niezmiernie ważną rolę pełnią również niskocząsteczkowe

Rycina 3. Lokalizacja antyoksydantów  w komórce roślinnej. SOD — dysm utaza 
ponadtlenkow a; CAT — katalaza; APX — peroksydaza askorbinianowa; Asc — 
askorbinian; M DHA — m onodehydroaskorbinian; MDHAR — reduk taza mono- 
dehydroaskorbinianow a; DHAR — reduktaza dehydroaskorbinianow a; GR- re­
duktaza glutationow a.

przeciwutleniacze jak np. askor­
binian, glutation czy tokoferol. 
Anty utleniacze te zachowują się 
jak bufory stanu redoks komór­
ki i mogą wpływać na ekspresję 
genów związanych ze stresem 
biotycznym i abiotycznym [46].

Potwierdzeniem udziału 
RFT w regulacji takich proce­
sów jak: wzrost, rozwój, ruchy 

------------------------------------ aparatów szparkowych, odpo­
wiedź na stres biotyczny i abio­

tyczny są wyniki eksperymentów przeprowadzonych z uży­
ciem mutantów pozbawionych katalazy (CAT) 1 i 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 doświadczenia z 
użyciem mikromacierzy przeprowadzone na mutantach po­
zbawionych enzymów antyoksydacyjnych wykazały, że 10 2, 
0 2“', H 20 , zaangażowane są w  regulację ekspresji wielu genów 
[52,55-57], Co więcej, identyfikacja roślinnego homologu oksy­
daz NADPH związanych z wybuchem tlenowym (Rboh, ang. 
respiratory burst NADPH oxidases) wykazała, że komórki roślin­
ne są w stanie inicjować lub wzmacniać wytwarzanie RFT na 
potrzeby przekazywania sygnałów [47],

Swoją rolę w  przekazywaniu sygnałów w komórce roślin­
nej RFT mogą pełnić poprzez: i) receptory białkowe (jak do­
tąd niezidentyfikowane); ii) redoks-wrażliwe czynniki trans- 
krypcyjne, jak np. czynniki transkrypcyjne szoku cieplnego 
(HSPs) oraz iii) bezpośrednie hamowanie fosfataz przez RFT
[48], W tym ostatnim przypadku przekazywanie sygnałów, 
w  którym pośredniczą RFT odbywa się z udziałem heterotri- 
merycznego białka G, fosforylacji białek regulowanych przez 
specyficzne kinazy MAP oraz białkowe fosfatazy tyrozyno- 
we [46]. Podstawy biochemiczne i strukturalne aktywacji ki­
naz przez RFT są nadal w sferze badań, jednakże wydaje się, 
że kluczową rolę pełni tu utlenianie grup holowych [58].

Czynniki transkrypcyjne szoku cieplnego (HSP) kodow a­
ne są w roślinach przez liczną rodzinę genów. W Arabidop­
sis thaliana jak dotąd stwierdzono 21 genów HSP, a w  ryżu i 
soi nawet więcej [59]. HSP są nie tylko aktywowane w czasie 
stresu cieplnego, ale także w odpowiedzi na wiele innych ro­
dzajów stresów abiotycznych oraz biotycznych. Szacuje się, 
że różne HSP są aktywowane w odpowiedzi na różne rodza­
je w arunków stresowych [1,59]. Wykazano, że kilka HSP jest 
zaangażowanych w aktywację sieci genów zaangażowanych 
w  kontrolę RFT w czasie warunków stresowych. Na przy­
kład nadekspresja HSP A lb  w roślinach powoduje zwięk­
szenie poziomu APX w czasie stresu cieplnego [60], Ponadto 
HSPA2, HSPA4a, HSPA8, które są zdolne do aktywacji ge­
nów, mogą także odgrywać rolę czujników H,CT [61].

Pomimo, że bardzo trudno jest testować biologiczną ak­
tywność każdej z RFT z osobna, istnieją dane sugerujące, że 
każda z nich może mieć inny udział w przekazywaniu sy­
gnałów w roślinach [27], Na poziomie transkrypcyjnym geny 
aktywowane przez ’O, u mutanta kontrolowanej fluorescencji 
fiu Arabidopsis thaliana poddanego cyklom ciemność/światło,
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różnią się od genów, które aktywowane są w  warunkach na­
gromadzenia O,*'i LĘO, [27,62], Wyniki te wyraźnie wskazują, 
że odpowiedź rośliny na stres, w której pośrednikiem jest K)2, 
jest różna od tej, w  której uczestniczy O ,‘"oraz H20 2 [62], W 
komórkach Chlamydomonas reinhardtii hodowanych w warun­
kach stresu świetlnego, kiedy produkcja 10 2 przewyższa moż­
liwości jego wygaszania, dyfunduje on na zewnątrz chloro­
plastów i aktywuje mechanizm sygnałowy poprzez indukcję 
syntezy peroksydazy glutationowej kodowanej w  jądrze [63]. 
Zaproponowana ostatnio teoria zakłada, że sygnał stresowy 
z chloroplastów może być przekazywany do jądra poprzez 
wspólne działanie dwóch białek: EXECUTER1 (odpowiedzial­
nego za percepcję 40 2 w  chloroplastach) oraz EXECUTER2 
(kontrolującego aktywność EXECUTER1) [64,65],

Śmierć komórki jest nieodzownym zjawiskiem w cyklu 
życiowym roślin. Proces ten jest realizowany na dwa sposo­
by: poprzez tzw. programowaną śmierć komórki (PCD) oraz 
nekrozę. PCD, w przeciwieństwie do nekrozy, jest kontrolo­
wana na poziomie genetycznym [2,66]. Pierwszy bezpośredni 
dowód na udział RFT w indukowaniu śmierci komórek roślin­
nych poprzez inicjację szlaku przekazywania sygnałów, przy­
niosły eksperymenty z wykorzystaniem kultur komórkowych 
soi [2], Nadtlenek wodoru w stężeniu 5 mM zapoczątkowywał 
proces śmierci komórkowej [2], Gen LSD1 (ang. lesion-stimula- 
ting disease) jest jednym z głównych genów regulujących pro­
ces PCD. U Arabidopsis thaliana ze zmutowanym tym genem 
(mutant Isdl) to O,"', a nie H20 2 indukuje kaskadę reakcji pro­
wadzących do PCD [67], co świadczy, że obie te formy mają 
udział w programowanej śmierci komórki.

Prace ostatnich lat wykazały również inne, nowe funk­
cje RFT. Okazało się, że RFT pośredniczą w indukow a­
nym  kw asem  abscysynowym (ABA) zam ykaniu aparatów 
szparkowych. ABA jest fitohormonem, który akumuluje się 
w komórkach w odpowiedzi na stres wodny. U Arabidop­
sis thaliana w  komórkach szparkowych, w przekazywanie 
sygnałów zależne od ABA zaangażowany jest H ,O r  A ku­
mulacja RFT stym ulowana przez ABA prow adzi do zam y­
kania aparatów  szparkowych poprzez aktywację kanałów 
w apniow ych w błonie komórkowej [68].

O prócz udziału w zam ykaniu aparatów  szparkowych, 
RFT partycypują także w  przekazyw aniu sygnałów zależ­
nym  od auksyn i grawitropizmie korzeni u kukurydzy [69], 
Okazało się również, że rośliny pasożytnicze wykorzystują 
RFT do rozpoznaw ania rośliny — gospodarza [70], Ponadto 
wykazano, że 0 2‘" produkow any przez oksydazę NADPH 
bierze udział w  regulacji wydłużania się korzeni [58], Ko­
rzenie m utanta RHD2 Arabidopsis thaliana (z ang. root hair 
defective2) pozbawione białka AtrbohC (RDH2) niezbędne­
go w procesie wydłużania się korzeni, wykazują zwiększo­
ny poziom  RFT o 20% oraz znaczne zmniejszenie ich d łu ­
gości w  porów naniu z typem  dzikim [71]. Wiele wskazuje 
rów nież na udział RFT produkow anych przez oksydazę 
NADPH, w kontroli wzrostu innych organów. Pokazano, 
że odpow iednie stężenie RFT (głównie H 20 2) w  strefie elon- 
gacyjnej liści kukurydzy (Zea mays) jest w arunkiem  koniecz­
nym  ich powiększania się. Zahamowanie produkcji RFT z 
użyciem difenylenojodoniny (inhibitora enzymów zawiera­
jących flawiny, w  tym oksydazy NADPH) hamowało także 
w znacznym  stopniu ich wzrost [72]. Co więcej, transge-
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niczne rośliny z antysensownym  konstruktem  dla oksydazy ! 
NADPH nie tylko wykazywały jej obniżoną aktywność oraz 
niski poziom RFT, ale także posiadały wiele morfologicz­
nych defektów, jak np. ograniczony w zrost wierzchołko­
w y prowadzący do rozgałęziania się, zm iany kształtu liści 
i zwijania się blaszek liściowych [73], Dane te sugerują, że 
RFT wpływają nie tylko na w zrost komórek, ale także w ie­
le innych procesów, choć mechanizm ich działania w  wielu 
przypadkach pozostaje nadal tajemnicą [58],

UDZIAŁ RFT W ODPOWIEDZI ROŚLINY 
NA ATAK PATOGENÓW

RFT odgrywają znaczącą rolę w indukow aniu  mecha­
nizm ów obronnych w w arunkach stresu biotycznego oraz 
abiotycznego [2] (patrz rozdział: Mechanizmy obronne). Naj­
lepiej znanym  przykładem  jest udział RFT w  odpowiedzi 
rośliny na atak patogenów. Podczas infekcji, błonowa oksy­
daza NADPH jest aktyw ow ana i w ytw arza anionorodniki 
ponadtlenkowe, które poprzez spontaniczną reakcję dys- ; 
mutacji lub katalizowaną przez SOD tw orzą H 20 2. Udział 
H 20 , w  ochronie rośliny podczas ataku patogenów  odbywa 
się na trzy sposoby: i) wysoki poziom H 20 2 jest toksyczny 
zarówno dla patogenu jak i komórek roślinnych — zabijane 
są komórki zaatakowane oraz otaczające miejsce infekcji w 
celu zaham owania rozprzestrzeniania się patogenu [74]; ii) 
H 20 2 może służyć jako substrat dla krzyżow ych reakcji pre­
kursorów  ligninowych, przez co wzm ocnieniu ulega ściana 
kom órkowa i w  ten sposób spowalnia rozprzestrzenianie 
się patogenu i u trudnia ponow ną infekcję; iii) ponieważ 
H 20 2 jest dość stabilną cząsteczką i łatwo dyfunduje przez 
błony (w przeciwieństwie do O,*'), jest odpow iednim  czyn- j 
nikiem dla pełnienia roli cząsteczki sygnałowej w czasie od ­
powiedzi rośliny na stres (w tym  przypadku ataku mikro- I 
organizmu) i uruchomienia kaskady reakcji obronnych [2],

Nie tylko H 20 2 bierze udział w reakcjach rośliny na atak 
patogenów. W komórkach roślinnych w  interakcje roślina- 
patogen zaangażowany jest także 1Or  O dpow iedzią rośliny 
na atak patogenu jest produkcja fitoaleksyn, jak na przykład 
chromoforów fenalenonowych, które są fotosensybilizatora- 
mi wykorzystującymi ’0 2do produkcji fototoksyn, niszczą­
cych patogeny [75]. Niektóre gatunki roślin stale produkują 
różne rodzaje metabolitów wtórnych mających właściwości 
fotosensybilizujące. Dzięki tem u wytwarzają 40 2 służący do 
zwiększenia skuteczności ich obrony anty bakteryjnej. Przy­
kładem  tego rodzaju fototoksyn są: psolaren (produkowany 
przez gatunki z rodziny Apiaceae) oraz hiperycyna (wystę­
pująca u dziurawca (Hypericum sp.)) [75],

PODSUMOWANIE

Produkcja i wygaszanie RFT w roślinach znajduje się pod 
ścisłą kontrolą. W norm alnych w arunkach obecność tych 
reaktywnych form tlenowych nie prow adzi do znaczących 
uszkodzeń, gdyż w  komórkach roślinnych istnieje sp raw ­
ny system ich neutralizacji. Do groźnych sytuacji docho­
dzi wówczas, gdy w ytw arzanie RFT znacznie przewyższa 
możliwości ich usuwania. Dlatego niezwykle ważne jest, 
aby roślina stale utrzym yw ała tę równowagę. Odkrycia 
ostatnich dekad zmieniły nieco pogląd na temat RFT. Oka­
zuje się, że oprócz niszczycielskiej działalności mają one
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także dobroczynne działanie, które przejawia się udziałem 
w kaskadowych reakcjach przekazywania sygnałów czy re­
akcjach obronnych w czasie ataku patogenów. Choć obecnie 
posiadam y rozległą w iedzę na temat RFT, to z pewnością 
wiele aspektów dotyczących tego tem atu czeka na odkrycie.
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Reactive oxygen species in plants — production, 
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 wywołany działaniem 
metali ciężkich na rośliny

STRESZCZENIE

Stres oksydacyjny jest jedym z przejawów toksycznego działania metali ciężkich na ro­
śliny. W obecności jonów metali wzrasta w komórkach poziom reaktywnych form tle­

nu takich jak: anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy czy nadtlenek wodoru. 
Cząsteczki te mogą wchodzić w reakcje ze związkami budującymi struktury komórkowe i 
w konsekwencji zaburzać przebieg procesów metabolicznych i ograniczać żywotność ko­
mórek. Metale ciężkie należą do czynników przyczyniających się do wzrostu peroksydacji 
lipidów, modyfikacji białek i uszkodzeń DNA. W toku ewolucji rośliny wykształciły en­
zymatyczne i nieenzymatyczne mechanizmy obronne pozwalające na obniżenie zawartości 
reaktywnych form tlenu (RFT) w komórkach. W reakcji roślin na metale wzrasta aktywność 
enzymów antyoksydacyjnych (m.in. dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, peroksydazy 
askorbinianowej) oraz poziom niskocząsteczkowych antyoksydantów (tokoferolu, glutatio- 
nu i askorbinianu). Pomimo tego, że zmniejszenie ilości reaktywnych form tlenu jest ko­
nieczne dla ograniczenia toksycznych efektów działania metali ciężkich, cząsteczki te nie 
mogą być całkowicie eliminowane z komórek. Rośliny wykorzystują bowiem reaktywne 
formy tlenu jako wtórne przekaźniki sygnałów w różnorodnych procesach fizjologicznych.

WPROWADZENIE

Metale ciężkie, których zawartość w glebie zwiększa się w dużym  stopniu na 
skutek działania czynników antropogenicznych, stanowią obecnie jedno z zanie­
czyszczeń środowiska, które najsilniej ogranicza w zrost i plonowanie roślin [1], 
Wśród głównych przyczyn toksyczności metali wymienia się: (i) ich zdolność do 
bezpośredniej reakcji z białkami (związaną z powinowactwem  metali do grup 
tiolowych, histydylowych i karboksylowych) prowadzącą do przyłączania jo­
nów metali do elementów strukturalnych komórek, miejsc katalitycznych enzy­
mów oraz białek uczestniczących w transporcie komórkowym; (ii) zastępowa­
nie przez metale pierwiastków niezbędnych dla metabolizmu np. w apnia przez 
kadm  w centrum  reakcji fotosystemu II, co prow adzi do zaham owania procesu 
fotosyntezy; (iii) udział metali w zwiększaniu produkcji reaktywnych form tle­
nu oraz modyfikowaniu aktywności systemu antyoksydacyjnego [1-7]. W niniej­
szej pracy podjęto próbę omówienia najnowszych wyników badań dotyczących 
reakcji roślin na stres oksydacyjny wywołany działaniem jonów metali ciężkich.

METALE CIĘŻKIE

Terminem metale ciężkie określamy te pierwiastki, których gęstość jest więk­
sza od um ownie przyjętej granicy 5 g cm"3, a liczba atom owa przekracza 20. 
W śród 90 pierwiastków występujących naturalnie w  przyrodzie do metali cięż­
kich zaliczamy 53, ale tylko nieliczne z nich mają znaczenie biologiczne [3]. Ze 
względu na występowanie w formie jonowej w w arunkach fizjologicznych, 17 
spośród metali ciężkich może być pobierane przez żywe komórki, a przez to 
w pływać na metabolizm organizmów oraz funkcjonowanie ekosystemów. W 
grupie tej znajdują się metale zaliczane do mikroelementów takie jak: Fe, Mo, 
Mn Zn, Ni, Cu, V, Co, W i Cr. Zarówno ich nadm iar, jak i niedobór może być 
szkodliwy dla w zrostu i rozwoju organizmu. Inne np. Hg, Ag, Sb, Cd, Pb U oraz 
metaloid (półmetal) As, nie pełnią funkcji jako substancje mineralne i wydają 
się być w mniejszym lub większym stopniu toksyczne dla roślin i m ikroorgani­
zm ów [3],

MECHANIZM TWORZENIA REAKTYWNYCH FORM TLENU W 
KOMÓRKACH ROŚLINNYCH W OBECNOŚCI JONÓW METALI CIĘŻKICH

Do reaktywnych form tlenu należą produkty jedno- (anionorodnik ponad­
tlenkowy O,*-), dw u- (nadtlenek w odoru H20 2) i trójelektronowej (rodnik hy­
droksylowy HO*) redukcji cząsteczki tlenu oraz tlen singletowy [8,9], Do grupy 
RFT, obok wymienionych cząsteczek, które są główną przyczynę toksyczności 
tlenu dla organizm ów żywych, należą m. in. ozon (0 3) lub wolne rodniki sub-
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stancji organicznych. W śród RFT wyróżnia się wolne rodni­
ki, które z definicji są atomami (lub cząsteczkami) zdolnymi 
do samodzielnego istnienia, mającymi jeden lub więcej nie- 
sparowanych elektronów np. Oz»-, H O #, NO* czy rodniki 
organiczne. Pojęciem stresu oksydacyjnego określa się za­
burzenia homeostazy prowadzące do zwiększania stacjo­
narnych stężeń reaktywnych form tlenu [8,9].

Tworzenie RFT w komórkach roślinnych pod wpływ en 
jonów metali ciężkich przedstaw iono na rycinie 1. Metale 
należące do pierwiastków przejściowych, takie jak Fe lub 
Cu, mogą uczestniczyć w tworzeniu reaktywnych form 
tlenu w  reakcjach utleniania i redukcji zgodnie ze wzorem  
Cu+<-> Cu2+ + e 'o raz  Fe2+<-> Fe3+ + e- [7-9], Biorą one udział 
w tworzeniu HO» z H 90 2 w  reakcji Fentona (mogą katali­
zować reakcję Habera-Weissa) oraz inicjują niespecyficzną 
peroksydację lipidów [7]. Wykazano, że wzrost siewek soi 
(Glycine max) w  obecności podwyższonego stężenia Fe pro­
w adzi do zwiększenia poziom u O,»- i HO» w korzeniach 
tych roślin [10]. Poziom reaktywnych form tlenu takich 
jak: HO», O,»- oraz H 20 9 zwiększał się istotnie w liściach 
rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) eksponowanych na Cu 
[11,12]. Szybkie tworzenie 0 2»- (w ciągu 1-6 godz.) miało 
miejsce w korzeniach pszenicy (Triticum durum) traktow a­
nych Cu [13], W zrost zawartości Oz»- i H ,0 2 pod wpływ em  
Cu odnotow ano również w liściach Withania somnifera ho­
dowanych w w arunkach in vitro [14].

Obecność RFT w komórkach może prowadzić do oksy­
dacyjnego uszkodzenia enzym ów szlaku antyoksydacyj- 
nego. Przykładami mogą tu być katalaza, której aktywność 
jest ham owana bezpośrednio przez O,»- [15] lub Mn-SOD 
która jest inaktywowana przez nadtlenoazotyn [16]. Zm ia­
ny zachodzące w strukturze tych enzymów mogą wtórnie

prowadzić do zwiększenia puli H 20 9 i 0 2»- w  komórkach 
roślin traktowanych Fe lub Cu [3],

Pojawienie się reaktywnych form tlenu oraz uszkodzeń 
wywoływanych przez ich obecność było obserwowane rów ­
nież w roślinach poddanych działaniu metali nie biorących 
bezpośrednio udziału w reakcjach Habera-Weissa i Fento­
na takich jak Cd i Pb [1-7]. W przypadku tej grupy metali 
istnieje kilka mechanizmów indukcji stresu oksydacyjnego.

Tworzenie reaktywnych form tlenu może zachodzić za 
pośrednictwem metali o silnych właściwościach utlenia­
jących. W doświadczeniach na izolowanych liściach ryżu 
(■Oryza sativa) wykazano, że stres oksydacyjny spow odow a­
ny działaniem jonów Cd może być ograniczany przez poda- : 
nie chelatorów wiążących jony Fe i Cu [17].

Wzrost poziomu RFT w tkankach fotosyntetyzujących [4] 
może być wynikiem zmian w strukturze chloroplastów pro- ] 
wadzących m. in. do inaktywacji centrum  reakcji fotosyste- 
mu II (Cd) [18], przerwania transportu  elektronów (Zn) [19] 
lub hamowania fotolizy w ody i wydzielania tlenu w w yni­
ku substytucji Mn przez Zn [20].

Ważnym źródłem tworzenia RFT jest mitochondrialny 
łańcuch transportu elektronów. Badania prowadzone na 
mitochondriach izolowanych z korzeni grochu (Pisum sati­
vum L.) traktowanego jonami Cr6+ wykazały zahamowanie 
transportu elektronów, któremu towarzyszyło zwiększenie 
puli O,»- [ 21]. Jony Cr zaburzały przepływ elektronów na 
tlen zarówno z NADH, jak i bursztynianu. Wzrost poziomu 
O,»- oraz H 90 9 pod wpływem  Cr obserwowano również I 
w korzeniach ryżu [22]. Badania wykonane na korzeniach 
grochu (Pisum sativum) traktowanych Pb wskazują, że w

przypadku tego metalu 
mitochondria i peroksy- 
somy są głównym miej­
scem tworzenia dodat­
kowych ilości H 20 2 [23], 
Zwiększenie ilości H ,0 2 
w  siewkach łubinu (Lupi- 
nus luteus) widoczne było 
zarówno w korzeniach 
traktowanych Pb jak i 
organach nadziemnych, 1 
oddalonych od miej­
sca podawania metalu
[24], We wcześniejszych 
doświadczeniach z w y­
korzystaniem techniki 
elektronowego rezonan­
su pramagnetycznego 
(EPR), wykryto akum u­
lację rodnika chinonowe- 
go w korzeniach łubinu 
eksponowanych na Pb
[25]. Przypuszcza się, że 
miejscem powstawania 
rodnika chinonowego w 
reakcji na ołów mogą być 
mitochondria [26].

Rycina 1. Tworzenie reaktyw nych form tlenu (RFT) w kom órkach roślinnych pod w pływ en jonów metali ciężkich (HM ang. heavy 
metals). RFT w obecności jonów metali pow stają bezpośrednio na d rodze reakcji oksydoredukcyjnych oraz pośrednio, poprzez 
zm iany w  przebiegu procesów metabolicznych. Istotne znaczenie w  procesach generow nia RFT odgryw a błonow a oksydaza 
NADPH. N adm iar reaktyw nych form tlenu p row adzi do zachw iania rów now agi oksydoredukcyjnej oraz uruchom ienia szlaku 
przekazyw ania sygnałów  (takich jak szlaki MAPK). C zerw one kropki na rycinie sym bolizują rozm ieszczenie metali ciężkich w 
protoplaście i apoplaście (wg [7] — zmienione].
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Istotne znaczenie w  procesach generownia RFT odgry­
w a błonowa oksydaza NADPH. Wyniki badań z zastoso­
waniem  specyficznych inhibitorów sugerują, że enzym  ten 
uczestniczy w tworzeniu 0 2*- oraz H 70 7w  roślinach gro­
chu (Pisum sativu) eksponowanych na Cd [27], Analizy w e­
wnątrzkomórkowej lokalizacji RFT w liściach wskazują, że 
miejscem akumulacji H 20 2 był rejon błony cytoplazmatycz- 
nej komórek transferowych, mezofilu oraz epiderm y, nato­
miast Q, • - w ykrywany był w rejonie błony cytoplazmatycz- 
nej komórek mezofilu [27], O ksydaza NADPH bierze udział 
w tworzeniu O,*- w korzeniach: pszenicy (Triticum durum 
D) traktowanej Ni [28], grochu (Pisum sativum) poddanego 
działaniu Cd [29] oraz fasoli (Vicia faba) eksponowanej na Pb 
[30]. Również śmierć komórek zawiesiny tytoniu (Nicotia- 
na tabacum BY-2), indukow ana przez jony Cd, poprzedzona 
była akumulacją H 20 2 powstającego z udziałem  oksydazy 
NADPH [31]. N astępstw em  akumulacji H 20 2 u tytoniu trak­
towanego Cd był wzrost ilości 0 7#- w  m itochondriach oraz 
wzmożenie peroksydacji lipidów błonowych [31]. Aktyw ­
ność tego enzym u w obecności Cd [29,32] i Pb [30] regulo­
w ana była za pośrednictwem  jonów w apnia oraz specyficz­
nych kinaz białkowych.

USZKODZENIA OKSYDACYJNE W 
KOMÓRKACH ROŚLINNYCH WYWOŁANE 
DZIAŁANIEM JONÓW METALI CIĘŻKICH

LIPIDY

Peroksydacja lipidów to w olnorodnikowy proces utle­
niania nienasyconych kwasów tłuszczowych lub innych li­
pidów, w którym  powstają nadtlenki tych związków [8,9], 
Ten wieloetapowy proces kończy się pow staniem  kilku-kil- 
kunastowęglowych fragmentów, w śród których dialdehyd 
malonowy (MDA) jest najczęściej wykorzystyw any jako 
wskaźnik uszkodzeń lipidów w układach biologicznych. 
Istnieje szereg danych literaturowych świadczących o tym, 
że nadm iar metali prowadzi do powstania uszkodzeń oksy­
dacyjnych lipidów [3,14,33-39).

Inicjacja peroksydacji lipidów może zachodzić na drodze 
bezpośredniej reakcji wielonienasyconego kw asu tłuszczo­
wego np. z HO • lub H 0 2 • [8,9]. Może ona być również kata­
lizowana przez enzym lipoksygenazę (LOX, E.C. 1.13.11.12) 
uczestniczącą we w budow yw aniu cząsteczki tlenu w okre­
ślona pozycję cząsteczki kwasu tłuszczowego, w  w yni­
ku czego powstają nadtlenki kwasów tłuszczowych [8,9]. 
W zrost aktywności LOX np. u rzodkiewnika (Arabidopsis 
thaliana) w rekacji na Cd i Cu [40,41], łubinu (Lupinus luteus) 
pod w pływ em  Pb [42] lub Withania somnifera w  odpow iedzi 
na Cu [14] sugeruje, że peroksydacja lipidów pod w pływ em  
metali może być indukow ana przez ten enzym. W ewnątrz­
kom órkowa lokalizacja LOX w liściach rzodkiewnika (Ara­
bidopsis thaliana) traktowanych Cu wskazuje na obecność 
tego enzym u w cytoplazmie i chloroplastach [43],

BIAŁKA

Reakcje RFT z białkami prow adzą do modyfikacji reszt 
aminokwasowych, modyfikacji grup prostetycznych oraz 
agregacji lub fragmentacji cząsteczek białkowych [8,9], Naj­
częściej stosowanym  param etrem  do określania oksydacyj­
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nych uszkodzeń białek jest zawartość grup karbonylowych. 
Zdecydowana większość badań dotyczących wzrostu za­
wartości grup karbonylowych w  reakcji na metale odnosi 
się do jonów Cd. Uszkodzenia białek widoczne są zarówno 
w korzeniach traktowanych Cd [36,44,45], jak i łodygach 
oraz liściach czyli organach oddalonych od miejsca poda­
w ania m etalu [36,46,47], a także zawiesinach komórkowych 
hodow anych w  w arunkach in vitro [48].

KWASY NUKLEINOWE

W w yniku reakcji RFT z kwasami nukleinowym docho­
dzi do uszkodzenia zasad azotowych, reszt cukrowcowych 
lub rozerwania w iązań fosfodiestrowych łączących nukle- 
otydy czyli pow staw ania pęknięć nici kwasów nukleino­
wych [8,9]. Jednym  z produktów  utleniania zasad pury- 
nowych jest 8-hydroksy-2'-deoksyguanozyna (8-OH-dG), 
najczęściej w ykorzystyw ana jako wskaźnik uszkodzeń 
DNA przez RFT. Istotny wzrost uszkodzenia DNA obser­
w ow any był w  pędach topoli białej (Populus alba), trakto­
wanych Cu w  w arunkach in vitro [49], Poziom 8-hydrok- 
sy-2'-deoksyguanozyny (8-OH-dG) zwiększał się 20-krotnie 
w  porów naniu z roślinami kontrolnymi. Analizę poziomu 
uszkodzeń DNA prow adzono również u roślin transgenicz- 
nych tego gatunku, z dodatkow ym  genem kodującym biał­
ka podobne do metalotionein. W obecności Cu zawartość 
8-OH-dG malała naw et 8-krotnie w porów naniu do roślin 
nietransform owanych [49]. Niewykluczone, że RFT stano­
w ią również przyczynę uszkodzeń DNA wykrytą metodą 
kom etkową w  komórkach zawiesiny soi (Glycine max) eks­
ponow anych na Cd [50] oraz korzeniach siewek łubinu (Lu­
pinus luteus) traktow anych Pb [51].

Kwestią otw artą pozostaje określenie czy uszkodzenia 
powstające na skutek działania reaktywnych form tlenu 
mają charakter pierwotny czy wtórny, co pozwoliłoby na 
odróżnienie molekularnych mechanizmów związanych z 
obroną i tolerancją na metale od tych, które stanowią w tór­
ną i niespecyficzną reakcję na stres.

ANTYOKSYDACYJNE MECHANIZMY 
OBRONNE W KOMÓRKACH ROŚLINNYCH 
TRAKTOWANYCH JONAMI METALI CIĘŻKICH

W toku ewolucji rośliny wykształciły szereg enzym a­
tycznych i nieenzymatycznych mechanizmów obronnych 
mających za zadanie utrzym ać RFT na poziomie niskim, 
nieszkodliwym  dla komórek [52-57], System obrony anty­
oksydacyjnej u roślin poddanych działaniu jonów metali 
ciężkich przedstaw iono na Ryc. 2.

MECHANIZMY ENZYMATYCZNE

D ysm utaza ponadtlenkow a (SOD, E.C. 1.15.1.1) jest 
enzym em  w ystępującym  w cytosolu, chloroplastach i m i­
tochondriach. Ze w zględu na rodzaj m etalu obecnego w 
centrum  aktyw nym  możem y wyróżnić trzy klasy SOD: 
m iedziow o-cynkow ą (Cu,Zn-SOD), m anganow ą (Mn- 
SOD) oraz żelazow ą (Fe-SOD). Enzym ten katalizuje re­
akcję dysm utacji anionorodnika ponadtlenkow ego (0 7*~), 
która prow adzi do pow stania nadtlenku w odoru  (H,Ó2) i 
tlenu cząsteczkowego ( 0 7). N adtlenek w odoru (H70 7) ule­
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Rycina 2. System obrony anty oksydacyjnej u roślin poddanych działaniu jonów  metali ciężkich (HM). A nionorodnik 
ponad tlenkow y 0 2*- usuw any  jest w  reakcji katalizowanej p rzez dysm utazę ponadtlenkow ą (SOD), która prow adzi do 
pow stania  nadtlenku w odoru  (H20 2) i tlenu cząsteczkowego (0 2). Powstający w  reakcji H 20 2 ulega dalszej enzym atycz­
nej dysm utacji do w ody (H20 )  i tlenu ( 0 2) z udziałem  katalazy (CAT) lub jest redukow any do w ody przez peroksydazę 
askorbinianow ą (APX), która w ykorzystuje askorbinian jako d rug i substrat w  tej reakcji. Powstały m onodehydroaskor- 
binian (MDHA) jest redukow any enzym atycznie do askorbinianu p rzy  udziale reduk tazy  m onodehydroaskorbinianow ej 
(MDHAR). M DHA m oże ulegać rów nież spontanicznej dysm utacji do  dehydroaskorbin ianu (DHA), który redukow a­
ny jest dalej do askorbinianu p rzez reduk tazę dehydroaskorbin ianow ą (DHAR) kosztem  utleniania glutationu (GSH). 
U tleniona forma glutationu (GSSG) regenerow ana jest p rzez reduk tazę glutationow ą (GR) w  reakcji z NADPH. Cykl 
askorbinianow o-glutationow y zaznaczono na  rycinie żółtym  tłem. Tlen singletow y ' 0 2 oraz HO* usuw ane są w  reakcji z 
niskocząsteczkowym i antyoksydantam i takim i jak: GSH, tokoferol czy karotenoidy (zm odyfikowane w g [106]).

ga w peroksysom ach dalszej enzymatycznej dysm utacji do 
w ody (H20 )  i tlenu ( 0 2) z udziałem  katalazy (CAT, E.C. 
1.11.1.6). Związek ten jest rów nież substratem  dla perok- 
sydaz, które redukują go do w ody, utleniając różne zw iąz­
ki występujące w  kom órkach w formie zredukow anej. U 
roślin szczególna rolę pełni peroksydaza askorbiniano­
wa (APX, E.C. 1.11.1.11), która występuje w  chloropla­
stach oraz cytoplazmie i w ykorzystuje askorbinian jako 
specyficzny dla niej donor elektronów. Z enzym em  tym 
w spółdziałają reduktazy: m onodehydroaskorbinianow a 
(MDHAR, E.C. 1.1.5.4) i dehydroaskorbinianow a (DHAR, 
E.C. 1.8.5.1) regenerująca askorbinian kosztem  utleniania 
glutationu oraz reduktaza glutationow a (GR, EC 1.6.4.2) 
odtwarzająca zredukow any glutation w reakcji utleniania 
N ADPH [8]. Aktywność enzym ów  antyoksydacyjnych 
w  roślinach poddanych działaniu jonów metali ciężkich 
wzrasta, pozostaje niezm ieniona lub obniża się w  zależno­
ści od gatunku rośliny, rodzaju zastosow anego jonu, jego 
stężenia i czasu ekspozycji (zebrane w pracach przeg lądo ­
w ych [3,5] oraz Tabeli 1). Reakcje enzym atyczne, pom im o 
istniejącego zróżnicowania, odzwierciedlają zm iany w 
statusie oksydoredukcyjnym  kom órek roślin poddanych  
działaniu jonów metali ciężkich [7,58].

194

Jak dotąd nie jest wyjaśnio­
ne, czy eliminacja RFT przez 
enzymy antyoksydacyjne od ­
bywa się przez zwiększenie 
ekspresji genów kontrolujących 
ich biosyntezę o raz / lub wzrost 
aktywności enzym ów  znajdu­
jących się już na terenie kom ór­
ki [4], Akumulacji utlenionej 
formy glutationu (GSSG) w li­
ściach rzodkiewnika (Abidopsis 
thaliana) towarzyszyło obniże­
nie poziom u mRNA kodują­
cego reduktazę glutationową, 
natomiast aktywność tego en­
zymu rosła proporcjonalnie do 
zawartości Cd w pożywce [59], 
W przypadku soi (Glycine max) 
wzrost aktywności Cu,Zn-SOD 
skorelowany był z poziomem 
mRNA tego enzym u w korze­
niach siewek traktowanych Cd, 
natomiast zależności takiej nie 
odnotowano u roślin tego ga­
tunku eksponowanych na Pb
[60]. Transgeniczne trawy (Fe- 
stuca arundinacea) z  nadekspre- 
sją genów chloroplastowych 
kodujących Cu,Zn-SOD i APX 
traktowane jonami Cu, Cd i As 
charakteryzowały się wyższą, 
w stosunku do roślin kontro­
lnych, aktywnością badanych 
enzymów antyoksydacyjnych
[61], U roślin tych stwierdzono 
również niższą peroksydację 
lipidów i zmniejszoną degra­
dację chlorofilu, co sugeruje, że 
podw yższona ekspresja genów

Cu,Zn-SOD i APX przyczynia się do ograniczenia poziomu 
RFT w odpowiedzi na stres wywołany działaniem metali 
ciężkich.

MECHANIZMY NIEENZYMATYCZNE HYDROFILOWE

Glutation (GSH) jest istotnym czynnikiem biorącym 
udział w utrzym aniu równowagi oksydoredukcyjnej w  ko­
mórce, ponieważ jest niskocząsteczkowym antyoksydan- 
tem, działa jako forma transportowa zredukowanej siarki, 
a ponadto uczestniczy w regulacji cyklu komórkowego 
[8,55-57], Wysoki, konstytutywny poziom biosyntezy GSH 
u różnych gatunków tobołków (Thlaspi) jest czynnikiem 
warunkującym  tolerancję na podwyższone stężenie Ni [62], 
Jednakże u innych roślin takich jak: Silene cucubalus [63] i 
Pteris vittata [64], tolerancyjnych na Cu i As nie stwierdzono 
wysokiego, konstytutywnego poziomu GSH, co świadczy 
o tym, że znaczenie tego antyoksydanta jest zależne od ga­
tunku.

Szybkie, zachodzące w ciągu 6 godz. tworzenie RFT, które­
mu towarzyszyło obniżenie zawartości glutationu (GSH), od-
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Tabela 1. Zm iany aktywności enzym ów  antyoksydacyjnych u różnych gatunków  roślin w yw ołane działaniem  jonów metali ciężkich

Nazwa enzymu

Dysmutaza
ponadtlenkowa

Katalaza

Peroksydaza

Peroksydaza
askorbinianowa

Reduktaza
monodehydro-
askorbinianowa
Reduktaza
dehydro-
askorbinianowa

Reduktaza
glutationowa

Aktywność enzymu

Metal . .
Zwiększona

As koniczyna (łodyga) [78]
groch (liście) [107], łubin (korzenie) [90], 
soja (zawiesina) [48,108], rzodkiewnik 
(liście) [11], pszenica (korzenie, łodyga) [37], 
ogórek (siewki) [44], gorczyca (liście) [74]

Co fasola (liście) [79]
„  tytoń (zawiesina) [33], rzodkiewnik (liście) [12],

łubin (korzenie, liście) [110]
Cr
Fe
Mn tytoń (zawiesina) [33]

kukurydza (korzenie, łodyga) [38],
Cajanus cajan (korzenie, łodyga) [73] 

pk łubin (korzenie) [90], pszenica (korzenie,
łodyga) [37], groch (korzenie) [67]

Zn Cajanus cajan (korzenie, łodyga) [73]
groch (korzenie, liście) [107], ryż (korzenie, pędy) 

Cd [109], łubin (korzenie) [90], soja (zawiesina)
[108], słonecznik (liście i kallus) [111], ogórek 
(siewki) [44], gorczyca (liście) [74],

Co

Cu rzęsa wodna [70]

Fe tytoń (zawiesina) [33]

Ni

Pb łubin (korzenie) [90], groch (korzenie) [67]

Zn

As koniczyna (łodyga) [78]
Cd jęczmień (korzenie) [112], ryż (korzenie, pędy)

[109], łubin (korzenie) [90], soja (zawiesina)
[108], słonecznik (liście i kallus) [111], fasola 
(liście) [35], pszenica (łodyga) [37]

Co
Cu rzęsa wodna [70], rzodkiewnik (liście)

[12], Withania somnífera (liście) [14], 
łubin (korzenie, liście) [110]

Ni Cajanus cajan (korzenie, łodyga) [73],
kukurydza (korzenie, łodyga) [38]

Pb łubin (korzenie) [90]
Zn Cajanus cajan (korzenie, łodyga) [73]

groch (korzenie, liście) [107], jęczmień (korzenie, 
Cd liście) [112], fasola (liście) [35], kukurydza

(korzenie, łodyga) [36], rzodkiewnik (liście) [11], 
gorczyca (liście) [74], pszenica (korzenie) [45]

Co fasola (liście) [79]
„  fasola (liście) [71], tytoń (zawiesina)

[33], Withania somnífera (liście) [14]
Hg kukurydza (korzenie, łodyga) [36]
Pb groch (korzenie) [67]
Cd rzodkiewnik (liście) [11], pszenica (korzenie) [45]

Cu fasola (liście) [71], Withania somnífera (liście) [14]

Cd pszenica (korzenie) [45]

Cu fasola (liście) [71], Withania somnífera (liście) [14]

Cd groch (korzenie, liście) [107], fasola (liście) [35],
gorczyca (liście) [74], pszenica (korzenie) [45]

Cu fasola (liście) [71]
Ni Cajanus cajan (korzenie, łodyga) [73]
Zn Cajanus cajan (korzenie, łodyga) [73]

Zmniejszona

ryż (odcięte liście) [17], groch (korzenie) [107], groch (liście) [46], 
ryż (pędy) [109], łubin (korzenie) [90], soja (zawiesina) [48,108]

Withania somnifera (liście) [14]

ryż (korzenie) [22] 
tytoń (zawiesina) [33]

tytoń (zawiesina) [33]
groch (korzenie, liście) [107], groch (liście) [46], ryż 
(korzenie, pędy) [109], soja (zawiesina) [108], słonecznik 
(liście i kallus) [111], rzodkiewnik (liście) [11], pszenica 
(korzenie, łodyga) [37], ogórek (siewki) [44], 
fasola (liście) [79]
rzodkiewnik (liście) [12], Withania somnifera 
(liście) [14], łubin (korzenie, liście) [110]

kukurydza (korzenie, łodyga) [38], Cajanus 
cajan (korzenie, łodyga) [73] 
pszenica (korzenie, łodyga) [37]
Cajanus cajan (korzenie, łodyga) [73], 
pszenica (korzenie, liście) [72]

groch (liście) [46], łubin (korzenie) [90], rzodkiewnik (liście) 
[11], słonecznik (liście i kalus) [111], pszenica (korzenie) [37]

fasola (liście) [79]

pszenica (korzenie, łodyga) [37] 
pszenica (korzenie, liście) [72]

ryż (odcięte liście) [17], groch (korzenie, liście) [107], 
rzodkiewnik (liście) [11], ogórek (siewki) [44]

rzęsa wodna [70]

rzodkiewnik (liście) [11]

ryż (odcięte liście) [17], rzodkiewnik (liście) [11]

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

rzęsa wodna [70], Withania somnifera (liście) [14]
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notowano u sosny (Pinus sylvestñs) pod wpływem Cd [3,65]. 
U lucerny (Medicago sativa) traktowanej jonami Cd i H g przez 
6-24 godz. obserwowano również akumulację RFT połączo­
ną z obniżeniem poziomu glutationu (GSH) i homoglutatio- 
nu (hGSH) [66]. Innym przykładem tego zjawiska może być 
wzrost poziomu 0 2#- po 2 godz. oraz H20 2 po 8 godz. trakto­
wania grochu (Pisum sativum) jonami Pb, skorelowany z ob­
niżeniem poziomu GSH [67], Znaczne obniżenie puli GSH w 
początkowej fazie działania stresu wydaje się wspólną reakcją 
roślin na działanie różnych metali ciężkich [3]. Wynika ono 
częściowo z faktu, że GSH jest wykorzystywany do syntezy 
fitochelatyn wiążących jony metali i biorących udział w ich 
transporcie do wakuoli [68,69] oraz hamowania aktywności 
reduktazy glutationowej przez metale [3,11,14,70], które mogą 
redukować mostki disiarczkowe pomiędzy resztami cysteiny 
tego enzymu [3],

W ydłużenie czasu ekspozycji roślin na metale np.: Cu
[71] i Pb [67] lub zwiększanie ich stężenia np. Cr [22] i Zn
[72] prowadziło do wzrostu zawartości GSH. W obecno­
ści różnych metali (Cu, Cd, Zn, Ni) obserwowano również 
wzrost aktywności reduktazy glutationowej świadczący o 
możliwości odtw arzania zredukowanej formy glutationu 
przez komórki [35,45,71,73,74].

A skorbinian  ze w zg lędu  na silne w łaściw ości re d u k ­
cyjne uczestniczy w elim inacji m .in. O ,*-, H zO ?, HO* 
i tlenu  singletow ego [8,55-57]. Kwas askorb inow y jest 
rów nież substra tem  d la  peroksydazy  askorbinianow ej 
(APOX E.C. 1.11.1.11) usuw ającej z kom órek H 20 2 p rzy  
w spó łudz ia le  enzym ów : red u k tazy  dehydroasko rb i- 
nianow ej (DHAR, E.C. 1.8.5.1) oraz red u k tazy  g lu ta ­
tionowej (GR, EC 1.6.4.2). Przejściow y w zrost poziom u 
askorb in ianu  odno tow ano  u kilku  gatunków  roślin: łu ­
binu (Lupinus luteus) [75] trak tow anego  jonam i Pb oraz 
ogórka (Cucumis sativus) [44] i rzodk ien ika  (Arabidopsis 
thaliana) [76] eksponow anych  na Cd. Z w iększenie  puli 
askorb in ianu  u rzodk iew nika  (Arabidopsis thaliana) było 
proporcjonalne do czasu dzia łan ia  Cu [76], na tom iast u 
pszenicy (Triticum durum) [45] zależało od s tężen ia  Cd. 
Inkubacja siew ek pszenicy  z p rek u rso rem  b iosyntezy  
askorb in ianu  (L -galaktono-y-laktonem ) p ro w ad z iła  do 
ograniczenia sym ptom ów  stresu  oksydacyjnego w ko ­
rzeniach tych roślin  [45].

MECHANIZMY NIEENZYMATYCZNE HYDROFOBOWE

Tokoferole są składnikami błon biologicznych, uczestni­
czącymi w usuw aniu wtórnych wolnych rodników  orga­
nicznych i terminacji reakcji peroksydacji lipidów. W grupie 
tej a-tokoferol posiada najsilniejsze właściwości antyoksy- 
dacyjne [8,53]. Wzrost zawartości a-tokoferolu skorelowa­
ny ze spadkiem ilości produktów  peroksydacji lipidów w y­
kazano w reakcji korzeni łubinu hodow anych w obecności 
jonów Pb [75]. Badania na rzodkiewniku (Arabidopsis tha­
liana) potwierdziły akumulację tokoferolu w liściach roślin 
eksponowanych na działanie Cu i Cd [76]. W ykazano, że 
poziom mRNA kodujących w ybrane enzymy szlaku bio­
syntezy a-tokoferolu wzrastał w  reakcji na działanie obu 
metali. Ponadto m utanty pozbawione możliwości syntezy 
a-tokoferolu były znacznie bardziej wrażliwe na Cu i Cd niż 
rośliny typu dzikiego [76].

Karotenoidy są efektywnymi wygaszaczami tlenu sin­
gletowego, reagują również z wolnymi rodnikam i orga­
nicznymi powstającymi w procesie peroksydacji lipidów 
[8,53]. Akumulacja karotenoidów uw ażana jest za jeden z 
przejawów odpowiedzi roślin na działanie różnych stresów 
abiotycznych [4], W przypadku takich metali jak: Cu, Co, 
Cd oraz As karotenoidy okazały się być w rażliw e na stres 
oksydacyjny wywołany działaniem tych metali [77-80]. 
Najwyższy poziom odporności na utlenianie wykazyw ał 
ß-karoten [81].

PRZEKAZYWANIE SYGNAŁÓW W ROŚLINACH 
ROSNĄCYCH W OBECNOŚCI METALI CIĘŻKICH

Metale ciężkie takie jak Cu, Pb, Zn i Cu modyfikują prze­
pływ sygnałów z udziałem  szlaku kaskady kinaz aktyw o­
wanych mitogenami (kinaz MAP) [82,32]. W komórkach 
roślinnych, w reakcji na metale ciężkie, w zrasta również po­
ziom innych cząsteczek sygnałowych: kw asu jasmonowego 
(JA), kwasu salicylowego, etylenu czy tlenku azotu (NO) 
[29,44,83,84], Znaczenie tych horm onów w  obronie przed 
stresem oksydacyjnym wywołanym jonami metali cięż­
kich nie jest jednoznaczne. Kwas salicylowy pośredniczył, 
poprzez aktywację systemu antyoksydacyjnego, w  zmniej­
szeniu toksycznego działania Cd u jęczmienia (Hordeum 
vulgare) [83] i grochu (Pisum sativum) [85] oraz Mn u ogórka 
(Cucumis sativus) [86], Z drugiej strony w zrost tworzenia 
H 2O v stymulowany kwasem salicylowym, cechował reakcję 
rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) na Cd [87], Ograniczenie 
syntezy JA u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) traktow a­
nych Cu spowodowało obniżenie poziomu produktów  pe­
roksydacji lipidów, co sugeruje, że kwas jasm onowy zwięk­
sza wrażliwość rzodkiewnika na działanie tego m etalu [88], 
W analogicznych badaniach przeprow adzonych dla Cd 
stwierdzono, że obniżeniu zawartości kwasu jasmonowego 
towarzyszy wzrost utleniania lipidów [88], Badania z zasto­
sowaniem egzogennego kwasu jasmonowego wykazały, że 
u rośliny wodnej Wolffia arrhiza, rosnącej w  obecności Pb, 
prooksydacyjna i antyoksydacyjna rola kwasu jasm onowe­
go jest ściśle związana ze stężeniem tego horm onu [89]. Po­
danie donora tlenku azotu w doświadczeniach na siewkach 
łubinu (Lupinus luteus) traktowanych Pb lub Cd spow odo­
wało zmniejszenie toksycznego działania tych pierw iast­
ków na wzrost i morfologię korzeni [90], O chronna rola 
NO może wiązać się ze stymulacją aktywności SOD i/lu b  
bezpośrednim zmiataniem 0 2#- przez tlenek azotu [48,90]. 
Odmienne wyniki uzyskano w badaniach w ykonanych na 
pszenicy (Triticum aestivum), w przypadku której ham ow a­
nie wzrostu korzeni przez Cd było skorelowane z dodat­
kową syntezą NO [91]. Znaczenie substancji sygnałowych 
takich jak Ca2+, cGMP i NO w regulacji ekspresji genów  ko­
dujących białka antyoksydacyjne zostało opisane dla d łu ­
gotrwałego działania jonów Cd na rośliny grochu (Pisum 
sativum) [92],

ZNACZENIE OBRONY ANTYOKSYDACYJNEJ 
W TOLERANCJI NA METALE CIĘŻKIE

Utrzymanie równowagi pomiędzy tworzeniem i u suw a­
niem RFT m.in. na drodze enzymatycznej wydaje się być 
kluczowe dla zapewnienia podwyższonej tolerancji roślin
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na metale [58], Niska wrażliwość glonu Dunaliella tertiolec- 
ta na Cu w porównaniu z Dunaliella salina zw iązana była 
z wysoką, konstytutywną aktywnością APX [93]. Badania 
prow adzone na dwóch klonach wierzby (Salix viminalis), 
charakteryzujących się różną wrażliwością na Cd, Cu i Zn, 
pozwoliły stwierdzić, że w  tym  przypadku wysoka aktyw ­
ność SOD jest typowa dla klonu tolerancyjnego na wym ie­
nione metale [94], Chińska paproć (Pteris vittata), która jest 
hiperakum ulatorem  As [95,96], nie wykazywała sym pto­
m ów toksyczności w  reakcji na podw yższone stężenia As. 
W ykazano, że u tej paproci As wywołuje wzrost aktywności 
SOD, CAT i APX, czego nie obserwowano u innych, w raż­
liwych gatunków. Badania na trzech genotypach lepnicy 
(Silene paradoxa) poddanych działaniu Ni [97] oraz czterech 
genotypach jęczmienia (Hordeum vulgare) traktowanych 
Cd [98] dowodzą, że zasadnicze znaczenie dla tolerancji 
na metal może mieć brak obniżenia aktywności enzymów 
antyoksydacyjnych. U roślin Holcus lanatus wrażliwych 
na As aktywność SOD była ham ow ana przez As i Cu, w 
przeciwieństwie do roślin tolerancyjnych na te metale [99], 
H iperakum ulator Ni Alyssmum bertolonii [100] oraz dw a ga­
tunki hiperakum ulatorów  Cd Thlaspi caerulescens [101,102] i 
Brasica juncea [102], charakteryzowały się znacznie wyższą 
aktywnością SOD i CAT w porów naniu z tytoniem  (Nico- 
tiana tabacum). U wymienionych gatunków  obserwowano 
ograniczenie sym ptom ów stresu oksydacyjnego w  kom ór­
kach. Wydaje się, że w przypadku tobołka (Thlaspi caerule­
scens), reakcja systemu antyoksydacyjnego na Cd, jak i na 
Zn, zależy od populacji wytypowanej do przeprow adzenia 
doświadczeń [103].

Zastosowanie techniki mikromacierzy pozwoliło udoku ­
mentować zwiększoną ekspresję genów kodujących m.in. 
APX i MD AR u rzodkiewnika (Arabidopsis halleri), hiperaku- 
m ulatora Zn i Cd [104], Z drugiej strony, analizy wykonane 
tą samą techniką, dowiodły, że w  przypadku topoli (Populus 
deltoides) tolerancyjnej na jony Cu, poziom eksprescji genów 
kodujących peroksydazę, Cu,Zn-SOD i katalazę był obniża­
ny pod w pływ em  działania tego metalu [105],

Znaczenie obrony antyoksydacyjnej w  dostosowaniu 
roślin do w zrostu w w arunkach stopniowego zwiększania 
stężenia m etalu określano u ziemniaka (Lycopersicon esculen- 
tum) [105], Pomimo zwiększania stężenia Cd do 1 mM, w 
czasie całego okresu wegetacyjnego roślin, nie odnotow ano 
ograniczenia suchej masy oraz wzrostu peroksydacji lipi­
dów, tak jak to miało miejsce w przypadku jednorazowego 
podania 1 mM  Cd. Nie wykazano również zm ian w aktyw ­
ności enzym ów  antyoksydacyjnych w korzeniach i liściach, 
choć w przypadku roślin, które od początku doświadczenia 
miały kontakt z wysokim stężeniem Cd, efekt w zrostu ak­
tywności był wyraźnie widoczny. Wydaje się, że w reakcji 
stopniowej adaptacji uczestniczyć m uszą inne mechanizmy 
obronne, nie związane wyłącznie z enzymami antyoksyda- 
cyjnymi.

PODSUMOWANIE

W zrost roślin w środowisku zanieczyszczonym metalami 
ciężkimi przyczynia się do zwiększenia poziom u reaktyw ­
nych form tlenu w  komórkach, co prowadzi do zaburzenia 
integralności struktur komórkowych oraz w istotny sposób

w pływ a na przebieg procesów metabolicznych. Intensywne 
badania prow adzone m.in. z zastosowaniem roślin transge- 
nicznych pozwalają na lepsze poznanie odpowiedzi syste­
m u antyoksydacyjnego na działanie jonów metali. Wiedza 
ta może być wykorzystana do poszukiwania gatunków ro­
ślin tolerancyjnych na metale lub prowadzenia modyfikacji 
genetycznych w celu uzyskania odm ian lepiej przystosowa­
nych do w zrostu na terenach zanieczyszczonych metalami. 
Rośliny takie mogą być potencjalnie wykorzystywane do 
fitoremediacji, poszerzając tradycyjne możliwości oczysz­
czania skażonego środowiska.
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Oxidative stress in plants exposed to heavy metals 
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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 a complex 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 układach 
biologicznych — identyfikacja i właściwości

STRESZCZENIE

Reaktywnym formom tlenu i azotu przypisuje się rolę w inicjowaniu i pośredniczeniu 
w przebiegu wielu chorób. Wykazanie zwiększonej aktywności mieloperoksydazy oraz 

zwiększonego poziomu chlorotyrozyny w takich chorobach jak miażdżyca tętnic, choroby 
nerek czy chroniczne stany zapalne zwróciło uwagę na rolę biologiczną innego, silnego 
oksydanta — podchlorynu, którego oznaczenie w układach in vivo  i in vitro  jest niezwykle 
trudne ze względu na jego wysoką reaktywność. Wśród specyficznych produktów reakcji 
podchlorynu z cząsteczkami biologicznymi wyróżnia się takie jak: chlorohydryny, sulfo­
nam id glutationu, chloraminy, 3- i 3,5-dichlorotyrozynę oraz chlorowane zasady azotowe 
(8-chloroadenina, 8-chloroguanina, 5-chlorocytozyna, 5-dichlorocytozyna, 5-chlorouracyl) i 
z tą grupą związków, przy użyciu czułych metod detekcji, wiąże się nadzieję na znalezie­
nie biologicznego markera podchlorynu, co jest szczególnie ważne z klinicznego punktu 
widzenia.

WPROWADZENIE

Chlor i jego pochodne są naturalnie występującymi składnikami Ziemi. Po­
nieważ w formie cząsteczkowej chlor jest wysoce reaktywny, udział tej formy w  
całkowitej puli chloru w przyrodzie jest niski. Chlor występuje w  organizmach 
żywych zarówno w związkach organicznych, jak i nieorganicznych. W organi­
zmie człowieka zaliczany jest do makroelementów, a jego zawartość nie prze­
kracza 1% suchej masy. Żywe organizmy wytwarzają ponad 2000 chloropochod- 
nych organicznych o często unikatowych właściwościach (np. wankomycyna -  
antybiotyk chroniący przed infekcjami Staphylococcus). Związki chloru obecne 
in vivo pełnią wiele różnych funkcji (jon chlorkowy jest w ażnym  składnikiem 
płynów ustrojowych biorącym udział w regulowaniu równowagi osmotycznej, 
kwas chlorowy (I) (dawniej: kwas podchlorawy) bierze udział w  ochronie orga­
nizm u przed atakiem patogenów, kwas solny wykorzystywany jest w procesie 
trawienia). Część związków chloru charakteryzująca się stosunkowo wysoką 
aktywnością biologiczną, zaliczana jest do grupy tzw. reaktywnych form chloru. 
Wiele związków należących do tej grupy wykazuje właściwości prooksydacyj- 
ne, niektóre z nich mogą być donoram i atom u chloru w reakcjach międzyczą- 
steczkowego transferu chloru. Wraz ze wzrostem ilości doniesień wskazujących 
na udział reaktywnych form chloru w przebiegu wielu chorób wzrosło zaintere­
sowanie tą grupą związków.

WYBUCH TLENOWY -  ŹRÓDŁO REAKTYWNYCH FORM CHLORU IN VIVO

W ybuch tlenowy jest zachodzącym w pobudzonych fagocytach procesem 
znacznego zwiększenia spożycia tlenu i wytw arzania dużych ilości anionorod- 
nika ponadtlenkowego [1]. W trakcie jego przebiegu dochodzi do powstawania 
reaktywnych oksydantów: anionorodnika ponadtlenkowego, nadtlenku w odo­
ru, rodnika hydroksylowego, tlenu singletowego, a w  przypadku neutrofilów 
także kwasu chlorowego (I). Towarzyszy temu kilkudziesięciokrotne zwiększe­
nie zużycia tlenu i NADPH oraz aktywacja cyklu pentozofosforanowego w tych 
komórkach [2],

OKSYDAZY NADPH

Oksydazy NADPH (NOX, ang. NADPH Oxidase) są rodziną białek, posiadają­
cych zdolność do jednoelektronowej redukcji tlenu, która prow adzi do pow sta­
nia anionorodnika ponadtlenkowego [3]. Dla praw idłow ego funkcjonowania 
enzym u niezbędna jest obecność białek regulatorowych. Dotychczas zidentyfi­
kowano pięć izoenzym ów oksydazy NADPH, występujących w różnych tkan­
kach: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4 oraz NOX5. Obecna w ew nątrz fagocytów 
izoforma NOX2 (znana także jako białko gp91phox) została znaleziona również w 
limfocytach B, neuronach, kardiomiocytach mięśniach szkieletowych i gładkich,
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śródbłonku naczyniowym, komórkach macierzystych oraz 
hepatocytach [4], jakkolwiek w tych komórkach jest dużo 
niższa niż w  fagocytach.

W neutrofilach centrum  kompleksu enzymatycznego 
stanowi cytochrom b558 (flawohemoproteina zbudow ana 
z dwóch podjednostek: gp91phox i p22phox) w budow any w 
błonę kom órkową lub błonę fagosomu (Ryc. 1). W skład en­
zym u w chodzą także podjednostki, które zlokalizowane są 
na terenie cytoplazmy do chwili pojawienia się sygnału ak­
tywującego fagocyt. Należą do nich białka: p40phox, p47phox, 
p67phox oraz białko Rac. W chwili uruchomienia kaskady 
sygnałowej łączą się one ze składnikami (białkami) błono­
wymi w aktyw ny kompleks enzymatyczny zdolny do trans­
portu elektronów. Przepływ elektronów odbywa się zgod­
nie ze wzrostem  potencjałów redoks kolejnych elementów 
kompleksu: NADPH —► cytochrom b558 —> Or

W ewnątrz fagosomu aktyw na forma enzym u reduku ­
je tlen cząsteczkowy do anionorodnika ponadtlenkowego, 
który ulega następnie reakcji dysproporcjonowania: spon­
tanicznego lub katalizowanego przez dysm utazę ponad- 
tlenkową, w  wyniku czego powstaje tlen cząsteczkowy i 
nadtlenek w odoru (Ryc. 2). N adtlenek w odoru z kolei jest 
rozkładany przez katalazę do H 0O i tlenu cząsteczkowego 
lub jest wykorzystywany przez mieloperoksydazę jako sub- 
strat do utlenienia jonów chlorkowych do HOC1.

MIELOPEROKSYDAZA (EC 1.11.1.7)

Zawartość mieloperoksydazy (MPO) w neutrofilach 
człowieka jest wysoka; enzym ten stanowi około 2-5% 
wszystkich białek tych komórek [5]. Monocyty człowieka 
również zawierają mieloperoksydazę, jednak w znacznie 
mniejszej ilości. Enzym ten, należący do grupy peroksydaz 
hemowych, zlokalizowany jest w  peroksysomach. Mielo- 
peroksydaza jest kodowana przez pojedynczy gen zlokali­
zowany na długim  ramieniu chromosomu 17 (ql2-24). Jest 
syntetyzowana jako proenzym, ulegający potranslacyjnym 
modyfikacjom (glikozylacja grup aminowych, w budow a­
nie układu hemowego, usunięcie peptydu sygnałowego) 
[6]. Funkcjonalny enzym jest glikozylowanym, zasadowym  
białkiem zbudow anym  z dwóch par dim erów połączonych 
mostkiem disiarczkowym. Każdy dim er składa się z pod ­
jednostki ciężkiej, zawierającej w swojej strukturze układ

Rycina 1. Skład kom pleksu aktywnej oksydazy N A D PH  (NOX2) w ew nątrz  fa- 
gocytu.

Rycina 3. Schemat tw orze­
nia kw asu chlorowego I 
przez m ieloperoksydazę.
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hemowy (-60 kDa) oraz z podjednostki lekkiej (-15 kDa). 
Mieloperoksydaza w formie dim eru występuje zarówno w 
neutrofilach, jak i monocytach. Podobnie, pewne podtypy 
makrofagów posiadają zdolność do ekspresji genu kodują­
cego mieloperoksydazę. Dowiedziono, że mieloperoksyda­
za jest wydzielana przez komórki fagocytujące do macierzy 
pozakomórkowej w  formie proenzym u (monomeru), który 
wykazuje identyczne właściwości enzym atyczne jak potran- 
slacyjnie zmodyfikowany dimer. Może być transportowana 
na powierzchni makrofagów dzięki zdolności wiązania się 
z receptorem m annozowym  tych komórek [7],

Dwie grupy hemowe mieloperoksydazy połączone są z 
większymi podjednostkami za pomocą wiązania am idow e­
go. Enzym występuje w  pięciu formach, zdefiniowanych na 
podstawie stopnia utlenienia żelaza [8]: ferro-MPO, (Fe+2); 
ferri-MPO, (Fe+3); związek I, (Fe+4); związek II, (Fe+5); zwią­
zek III, (Fe+6). Mieloperoksydaza oscylując pomiędzy róż­
nymi stanami utlenienia żelaza katalizuje reakcję, w  której 
(w zależności od rodzaju obecnego jonu) powstaje HOC1/ 
HOBr/HOSCN (Ryc. 3) [9],

Obecny w fagosomach nadtlenek w odoru powoduje 
dwueletronowe utlenienie żelaza hem owego mieloperok­
sydazy. Jony chlorkowe następnie są utleniane w trakcie 
pow rotu żelaza z +5 do +3 stopnia utlenienia. Produktami 
reakcji są: kwas chlorowy (I) i woda [10]. Mieloperoksydaza 
oprócz zdolności do utleniania halogenków, charakteryzuje 
się aktywnością typową dla peroksydazy utleniając rów ­
nież inne substraty [6],

WŁAŚCIWOŚCI HOC11 CELE JEGO 
ATAKU IN VITRO I IN VIVO

HOC1, częściowo zdysocjowany w  pH  obojętnym (pKa -  
7,54), jest związkiem silnie reaktywnym , biorącym udział w
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Rycina 4. Schemat utleniania g lutationu p rzez HOC1.

reakcjach utleniania i chlorowania. S tandardow y potencjał 
redoks układu HOC1/CL (1,49 V) jest niższy od potencja­
łu redoks układu 0 3/ 0 2 (2,07 V) i H 20 2/ H 20  (1.77 V), ale 
wyższy w porównaniu z potencjałem par C12/C1' (1,36V) 
i C IO ,'/CL (0,95 V). Badania in vitro wykazały, że H C O l/ 
CIO' i układ m ieloperoksydaza/H ,O ,/C L  wywołują po­
dobne efekty w układach biologicznych, co dodatkow o po­
twierdziło udział podchlorynu w uszkodzeniach wyw oły­
wanych aktywacją neutrofilów. W stanach patologicznych 
stężenie HOC1 może być wysokie, osiągając w miejscach ob­
jętych stanem zapalnym naw et 200 gM [11]. Najbardziej po­
datne na utlenianie przez HOC1 są grupy tiolowe cysteiny 
oraz tioeterowe metioniny, a także askorbinian, tryptofan 
i kwas moczowy. Reakcjom chlorowania ulegają natomiast 
grupy aminowe białek i aminokwasów, reszty tyrozyny, 
nukleotydy purynowe i pirym idynowe oraz nienasycone 
lipidy i cholesterol [12].

UTLENIANIE GRUP TIOLOWYCH

Podchloryn, dzięki stosunkowo wysokiemu potencjało­
wi redoks, posiada zdolność utleniania reszt cysteinowych 
białek i glutationu oraz tioeterów, prowadząc do pow sta­
nia wewnątrz- i międzycząsteczkowych disulfidów białek, 
disulfidu glutationu oraz mieszanych disulfidów białkowo- 
glutationowych [13,14], Badania z wykorzystaniem elektro­
nowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) dowiodły, że 
utlenianiu wielu grup tiolowych towarzyszy pojawienie się 
rodników tiylowych, a w przypadku znacznego nadm iaru 
podchlorynu również rodników nitrocentrowych [15], Dal­
sze utlenianie disulfidów może prowadzić do formowania 
grup sulfenowych, sulfinowych i ostatecznie sulfonowych. 
Stosunkowo niedawno odkryto, że produktam i utlenienia

glutationu przez podchloryn 
mogą być także jego wewnątrz- 
cząsteczkowy sulfonamid, de- 
hydroglutation oraz tiosulfo- 
nian glutationu (Ryc. 4) [16,17].

3,5-dichlorotyrozyna

Rycina 5. Produkty chlorow ania 
tyrozyny przez HOC1.

CHLOROWANIE RESZT 
TYROZYNOWYCH BIAŁEK

W reakcji H O CI/CIO  z 
resztami tyrozylowymi białek 
powstają: 3-chlorotyrozyna i 
3,5-dichlorotyrozyna (Ryc. 5)
[18]. Obecność chlorotyrozy- 
ny wykazana została także w

Rycina 6. M echanizm  chlorow ania reszt am inow ych p rzez HOC1.

białkach eksponowanych na działanie układu mieloperok­
sy d aza /H ,O ,/C L  oraz aktywowanych neutrofilów. Jak do­
tąd, mało w iadom o na tem at metabolizmu chlorotyrozyny. 
Przypuszcza się, że jest ona substratem  dla dehalogenaz 
lu b /i  S-transferazy glutationowej. Obecność 3-chloroty- 
rozyny wykazano w płytkach miażdżycowych (około 300 
reszt chlorotyrozynowych / 1000 000 reszt tyrozynowych)
[19].

CHLOROWANIE RESZT AMINOWYCH

G rupy aminowe białek i aminokwasów, a także zasad 
purynow ych i pirym idynowych ulegają chlorowaniu w 
obecności HCOl/CIO". Największe znaczenie biologicz­
ne, jak dotąd, przypisuje się chloraminom aminokwasów i 
amin biogennych. Ich stosunkowo wysokie stężenie in vivo 
(stężenie tauryny dochodzące do 20 mM w ew nątrz neutro­
filów, histaminy do 100 mM w ew nątrz komórek tucznych), 
podatność grupy aminowej na reakcję z podchlorynem oraz 
wykazana zdolność chloroamin do wchodzenia w reakcje z 
innymi związkami sprawia, że są one uważane za m ediato­
ry działania podchlorynu [20]. W reakcji wymiany atomu 
chloru z atom em  w odoru grupy aminowej biorą udział czą­
steczki w ody (Ryc. 6) [9], Wiązania w odorowe umożliwia­
ją tworzenie stanu przejściowego w trakcie reakcji HOC1 z 
grupą aminową.

Szybkość reakcji grup aminowych z HOC1 zależy od 
ich zasadowości. Stałe szybkości reakcji amin pierwszo- 
i drugorzędow ych o pKa > 9 z kwasem  chlorowym (I) są 
podobne (107-108 M 'V 1), a proces charakteryzuje się niską 
energią aktywacji. Biorąc pod uwagę wysoką wartość sta­
łych szybkości reakcji należy oczekiwać, że szybkość, z jaką 
będzie zachodzić chlorowanie reszt aminowych może być 
ograniczona tylko przez dyfuzję potencjalnych substratów 
reakcji. W przypadku amin trzeciorzędowych stała szybko­
ści reakcji jest o trzy rzędy wielkości niższa, co potwierdza 
udział atom ów w odoru w reakcji podstawienia atomów 
chloru do grupy aminowej. Chloraminy charakteryzuje 
mała stabilność w roztworach wodnych. Mogą podlegać 
kilku procesom w zależności od w arunków  środowiska. W 
pH  bliskim obojętnemu N-chlorominokwasy, występujące 
w większości w postaci anionów, ulegają rozpadowi, w  w y­
niku którego powstają: aldehyd lub keton zawierający jeden 
atom węgla mniej niż wyjściowa cząsteczka aminokwasu,

R4

R2

O  wolno

R1X XC1 r/

R2. ,R4 R2 R4
H2°  \ /

+ C 02+C1 — f] + R,NH,
N  szybko q

Rycina 7. Schem at rozpadu  chloroamin.
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Rycina 8. Schemat chlorow ania reszt adeniny w  kw asach nukleinow ych i pow staw ania rodników  nitro- 
centrowych.

C 0 2, N H 3 lub amina pierwszorzędowa (w przypadku N- 
acetyloaminokwasów) i jon chlorkowy (Ryc. 7). Rozpad 
N-chloroaminokwasów przebiega dwuetapow o. Pierwszy 
etap, warunkujący szybkość całego rozpadu cząsteczki, po ­
lega na fragmentacji cząsteczki N-chloroaminokwasu na Cl', 
CO, i iminokwas, który następnie w  drugim  etapie reakcji 
ulega szybkiej hydrolizie na aldehyd lub keton i N H 3 lub 
aminę pierwszorzędową [9] (Ryc. 7).

Rozpad N-chloroaminokwasów jest procesem pierw- 
szorzędowym, niezależnym od pH, jednak zachodzącym 
szybciej w miarę obniżania polarności rozpuszczalnika. W 
obecności jonów metali przejściowych (np. Cu (I)) może do­
chodzić do rozpadu wiązania N-Cl i pow staw ania wolnych 
rodników z elektronem zlokalizowanym na atomie azotu, 
który tworzył wiązanie kowalencyjne z atom em  chloru 
(Ryc. 8) [21]. Znane są również przypadki wewnątrzczą- 
steczkowego i międzycząsteczkowego transferu chloru, 
pomiędzy grupam i am inowym i (iminowymi) tej samej czą­
steczki [22],

Szczególnie dobrze poznanym  procesem jest tworzenie 
rodników nitrocentrowych na resztach lizyny w łańcuchach

białkowych w w yniku homolizy wiązania 
N-Cl, czemu towarzyszy fragmentacja 
białka [23], Powstawanie rodników  nitro­
centrowych może prowadzić zarówno do 
fragmentacji, jak i do agregacji białek i nu- 
kleotydów, tworzenia w iązań DNA-biał- 
ko, a także do pęknięć nici DNA. Niektóre 
z doniesień wskazują na zdolność rodni­
ków nitrocentrowych do inicjowania pro ­
cesu peroksydacji lipidów [24],

REAKCJE Z WIĄZANIAMI 
PODWÓJNYMI

Chlorohydryny powstają w  reakcji 
kwasu chlorowego (I) z cząsteczką po­
siadającą w swojej strukturze wiązanie 
podwójne (Ryc. 9). Produktam i reakcji są 
izomery: cis i trans. Tworzone są głownie 
chlorohydryny lipidów i cholesterolu,

_____________  chociaż istnieją doniesienia o tworzeniu
chlorohydryn zasad pirym idynowych w 
komórkach eksponowanych na działanie 

HOCI/CIO" [25], Badania przeprow adzone na liposomach 
fosfatydylocholinowych wykazały, że chlorohydryny są 
głównym produktem  reakcji podchlorynu z fosfatydylo- 
cholinami zawierającymi w swoich cząsteczkach reszt kwa­
sów tłuszczowych z maksymalnie czterema wiązaniami 
nienasyconymi [26,27].

Wydłużenie czasu ekspozycji fosfatydylocholiny zawie­
rającej reszty wielonienasyconych kwasów tłuszczowych 
na działanie podchlorynu prow adzi do powstania lizofos- 
folipidów. Powstają one na skutek osłabienia wiązania es­
trowego pomiędzy grupą hydroksylową glicerolu a grupą 
karboksylową wielonienasyconego kwasu tłuszczowego 
jako wynik pojawienia się podstawników elektronoakcep- 
torowych (-C1 i -OH) w resztach kwasu tłuszczowego [26], 
Badania przeprow adzone na liposomach zawierających 
cholesterol oraz na lipidach ekstrahowanych z erytrocytów 
i błon erytrocytarnych dowodzą, że w obecności HOC1/ 
CIO" (podobnie jak w obecności układu m ieloperoksydaza/ 
H 20 2/C1) dochodzi do powstawania a- i (3-chlorohydryn 
cholesterolu oraz dichlorocholesterolu (Ryc. 10) [28],

Rycina 9. Schemat pow staw ania chlorohydryn fosfolipidów.

CHLOROWANIE ZASAD 
PIRYMIDYNOWYCH

Chociaż grupy aminowe nukleoty- 
dów są preferowanym celem ataku 
H O CI/CIO ' udowodniono, że jednym 
z produktów  powstających w układzie: 
m ie lo p e ro k s y d a z a /H 20 2/  C l /  deok - 
sycytydyna oraz m ieloperoksydaza/ 
H 20 2/  C l'/k w as  nukleinowy jest 5-chlo- 
rocytozyna (pH 4.5-6) [29], Podobnie, 
ekspozycja uracylu i kwasu rybonukle­
inowego na działanie HOCI/CIO" pro ­
wadzi do powstania 5-chlorouracylu 
[30,31]. W pH obojętnym 5-chlorocy- 
tozyna jest związkiem nietrwałym, a 
produktem  jej spontanicznej lub enzy­
matycznej deaminacji także 5-chloro-
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dichlorocholesterol 

Rycina 10. Produkty oraz schem at reakcji HOC1 z cholesterolem.

uracyl [32,33], Reakcji podchlorynu z kwasami nukleinow y­
mi towarzyszy również pow staw anie chlorowanych zasad 
purynow ych (8-chloroadenina, 8-chloroguanina), jednak w 
znacznie mniejszych ilościach (Ryc. 11) [34].

NIESPECYFICZNE PRODUKTY REAKCJI PODCHLORYNU

Dość powszechnie wykorzystyw anym  do ilościowe­
go oznaczenia oksydacyjnych uszkodzeń białek i lipidów 
markerem  są grupy karbonylowe, powstające w białkach 
i błonach białkowo-lipidowych poddanych działaniu pod ­
chlorynu. Uważa się, że w  procesie ich pow staw ania głów­
ną rolę odgryw a rozpad wiązań N-Cl uprzednio chlorowa­
nych reszt aminowych białek, który prow adzi do powstania 
rodników nitrocentrowych. Delokalizacja elektronów z ato­
mów azotu na atomy węgla może prowadzić do destabili­
zacji cząsteczki białka i w konsekwencji do rozpadu białek z 
jednoczesnym utw orzeniem  grup karbonylowych [23], Rod­
niki centro-węglowe przyłączając tlen cząsteczkowy tworzą 
rodnik nadtlenkowy, posiadający zdolność do inicjacji pro ­
cesu peroksydacji lipidów, który może być następstw em  
modyfikacji białek przez podchloryn szczególnie w błonach 
i lipoproteinach [35]. Inny proponow any mechanizm tw o­
rzenia grup  karbonylowych białek opiera się na rozpadzie 
grup chloroaminowych bez etapu tworzenia rodników, któ­
ry prow adzi do powstania grup aldehydowych bądź keto­
nowych (Ryc. 10) [9]. G rupy karbonylowe są także stabil­
nymi produktam i końcowymi procesu perosydacji lipidów 
i rozpadu wodoronadtlenków, jednak mechanizm inicjacji 
tego procesu przez podchloryn szczególnie w  liposomach 
nie zawierających białek pozostaje w dalszym ciągu nieroz­
strzygnięty. Szczególny udział w indukcji peroksydacji lipi­
dów w liposomach przypisywany jest obecności śladowych

Rycina 11. G łów ne p roduk ty  reakcji zasad azotowych z HOC1.

ilości wodoronadtlenków, których reakcja z podchlorynem 
prow adzi do uwolnienia tlenu singletowego znanego ze 
zdolności do wchodzenia w  reakcję z wiązaniami podwój­
nymi łańcuchów lipidowych [36,37], Istnieją doniesienia o 
udziale reszt aminowych fosfolipidów (fosfatylyloseryna, 
fosfatydyloetanoloamina) w  procesie peroksydacji lipidów 
indukowanej przez podchloryn [24], Autorzy sugerują, że 
podobnie jak w przypadku chloramin reszt białkowych, 
chloraminy fosfolipidów i powstające w wyniku rozpadu 
wiązania N-Cl rodniki bądź centro-azotowe, bądź centro- 
węglowe mogą wykazywać zdolność odrywania atomu 
w odoru od łańcucha węglowodorowego kwasów tłuszczo­
wych inicjując w ten sposób kaskadę reakcji prowadzącą do 
powstania wodoronadtlenków  i grup karbonylowych.

Spektrum produktów  powstających w wyniku działania 
podchlorynu w układach biologicznych rozszerza się także 
o produkty typowe dla stresu oksydacyjnego wywoływa­
nego przez reaktywne formy tlenu [13,38,39]. Wynika to w 
dużej mierze z faktu (oprócz wymienionych wcześniej), że 
podchloryn posiada zdolność do wchodzenia w  reakcję z 
anionorodnikiem ponadtlenkow ym  w wyniku czego po­
wstaje jedna z najsilniej reaktywnych cząstek: rodnik hy­
droksylowy [40], Podobna sytuacja ma miejsce w układzie 
DNA-Cu1: podchloryn utleniając miedź skompleksowaną z 
DNA prowadzi do powstania rodnika hydroksylowego w 
bezpośrednim  sąsiedztwie kwasu nukleinowego, co z kolei 
pociąga za sobą tworzenie oksydacyjnych uszkodzeń zasad 
azotowych oraz prow adzi do pęknięć helisy DNA.

CECHY IDEALNEGO BIOMARKERA A WŁAŚCIWOŚCI 
PRODUKTÓW  REAKCJI PODCHLORYNU

Podstawowym i cechami, które powinny charakteryzo­
wać dobry biomarker są:

1. specyficzność: jego pojawienie nie powinno budzić 
wątpliwości co do mechanizmu jego powstania; powinien 
być produktem  charakterystycznym tylko dla jednego typu 
reakcji lub konkretnego substratu;

2. stabilność: powinien charakteryzować się niską reak­
tywnością i pozostawać w układzie w formie niezmienionej 
przez wystarczająco długi okres czasu;

3. odpowiednio wysokie stężenie: potencjalny kandydat 
powinien wykazywać na tyle dużą reaktywność w stosun­
ku do związku, którego ma być markerem, aby ilość po­
wstałego w wyniku reakcji produktu była wystarczająca do 
jego ilościowego bądź jakościowego oznaczenia (wykrycia).

W środowisku, w którym  powstaje podchloryn najbar­
dziej uprzywilejowanymi reakcjami są reakcje utle­
niania głównie niskocząsteczkowych antyoksydan- 
tów (glutationu, kwasu askorbinowego, metioniny) 
oraz grup tiolowych białek, jednak większość po­
wstających produktów  (również dehydroglutation) 
jest efektem działania także innych oksydantów 
[13,16]. Wyjątek stanowi wewnątrzcząsteczkowy 
sulfonamid glutationu, który może być dominują­
cym produktem  utleniania glutationu przy wysokich 
stężeniach podchlorynu (62% glutationu ulega prze­
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kształceniu w  sulfonamid glutationu przy [HOCl]:[GSH] = 
4, podczas gdy 32% przy [HOCl]:[GSH] = 1) [16]. Co więcej, 
reakcja ta ma charakter nieodwracalny, ponieważ kom ór­
ki nie są wyposażone w system napraw y tego typu uszko­
dzeń. Technika LC-MS/MS łącząca chromatografię cieczo­
wą ze spektrometrią mas umożliwia wykrycie już 0,1 pmola 
sulfonam idu glutationu i została skutecznie zaadoptow ana 
do oznaczania jego stężenia w ew nątrz komórek oraz w pły­
nach ustrojowych [41]. Jednak sulfonamid glutationu może 
powstawać także w obecności takich oksydantów  jak nad ­
tlenoazotyn (do 5% gdy [ONOO"]:[GSH] = 4) czy kwas bro­
m owy (I) (około 25 % kiedy [HOBr]:[GSH] = 2) [16]. Fakt, 
że pow staw aniu podchlorynu może towarzyszyć tworzenie 
nadtlenoazotynu i kwasu brom owego (I) zwłaszcza z sta­
nach zapalnych wydaje się ograniczać możliwość w ykorzy­
stania sulfonam idu glutationu jako specyficznego markera 
HOC1. Stosunkowo mało w iadom o także na tem at tiosul- 
fonianu glutationu zidentyfikowanego obok sulfonam idu 
(jednak w  znacznie mniejszej ilości) w śród produktów  utle­
nienia glutationu przez podchloryn.

Reakcje, w  których do cząsteczki przyłączony lub pod ­
stawiony zostaje atom chloru wydają się dawać większe 
praw dopodobieństw o pojawienia się charakterystycznego 
dla HOC1 produktu  o wym aganych dla m arkera właści­
wościach. Należy zwrócić jednak uwagę na fakt, że stałe 
szybkości dla tego typu reakcji są zwykle o kilka rzędów 
wielkości niższe niż stałe szybkości reakcji utleniania dla 
podchlorynu [42],

Najbardziej podatne na podstawienie atom u chloru są 
grupy aminowe białek i aminokwasów. W ykazano, że w 
hodowli aktywowanych neutrofilów stężenie chloraminy 
tauryny może osiągać stężenie powyżej 100 pM [43]. Jednak 
stosunkowo mała stabilność i niejednokrotnie tow arzyszą­
ca chloraminom zdolność do utleniania innych związków 
sprawia, że nie spełniają one w ym ogów stawianych biolo­
gicznemu m arkerowi podchlorynu [44,45]. Ich spontanicz­
ny rozkład do aldehydów (ketonów), katalizowany przez 
jony metali przejściowych i rodniki nadtlenkow e rozpad 
wiązania N-Cl oraz udział w  reakcjach przeniesienia ato­
mu chloru na inne cząsteczki biologiczne w arunkują krótki 
okres połowicznego zaniku chloramin w  układach biolo­
gicznych, wynoszący zwykle od kilku do kilkudziesięciu 
m inut [9,43].

Problem ten nie dotyczy chlorohydryn, powstających 
jako produkt przyłączenia cząsteczki podchlorynu do w ią­
zania podwójnego lipidów, kwasów tłuszczowych i chole­
sterolu. Chlorohydryny wykazują względnie wysoką stabil­
ność w obojętnym pH. W środowisku zasadow ym  ulegają 
reakcji eliminacji HC1, co prow adzi do ich przekształcenia w 
odpow iednie epoksydy [13]. Głównym ograniczeniem przy 
wykorzystaniu chlorohydryn jako m arkera obecności pod ­
chlorynu w układach in vitro i in vivo jest ich niskie stężenie 
wynikające z faktu, że wiązania podwójne nie są prefero­
w anym  celem ataku podchlorynu, szczególnie w  obecności 
niskocząsteczkowych antyoksydantów, grup holowych czy 
am inowych białek i aminokwasów. W ykorzystanie chro­
matografii cienkowarstwowej i przeciwciał monoklonal- 
nych skierowanych przeciwko chlorohydrynom  pozwoliło 
stwierdzić ich obecność w błonach erytrocytów poddanych
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działaniu HOC1, jednak przy stężeniach oksydanta znacz­
nie wyższych, niż niezbędne do w yw ołania uszkodzeń bia­
łek błonowych [46]. Ograniczenia w  możliwości detekcji 
niskich stężeń chlorohydryn wydają się wynikać z ograni­
czeń metodycznych i sprzętowych. Zastosowanie czułych 
metod jak spektrometria mas (MS) połączona np. z chro­
matografią cieczową (LC) czy HPLC, która umożliwia roz­
dzielenie i identyfikację poszczególnych produktów  wydaje 
się stwarzać możliwość wykorzystania chlorohydryn jako 
m arkerów HOC1. Dzięki tej technice (LC/M S) udało się już 
wykazać, że chlorohydryny są głównym  produktem  po­
wstającym w wyniku ekspozycji fosfolipidów frakcji LDL 
(ang. Iow density lipoproteins) na działanie podchlorynu [47].

Alternatywą dla wymienionych wcześniej związków 
są chlorowane zasady azotowe (głównie pirymidynowe) 
oraz chlorotyrozyna, charakteryzujące się obecnością jed­
nego lub dwóch atomów chloru przyłączonych do pierście­
nia aromatycznego. Największą frekwencją wśród metod 
stosowanych do identyfikacji produktów  reakcji HOC1 z 
DNA i RNA wyróżnia się spektrometria mas, ze względu 
(przede wszystkim) na swoją czułość. W komórkach pod ­
danych działaniu HOC1 dzięki połączeniu techniki HPLC z 
analizą za pomocą tandemowego spektrom etru mas udało 
się wykazać obecność 8-chloroguaniny, 8-chloroadeniny i 
5-chlorocytozyny [34]. Podobnie, obecność 5-chlorouracy- 
lu stwierdzono za pomocą spektrometrii mas połączonej 
z chromatografią gazową w komórkach eksponowanych 
na działanie podchlorynu w dawkach subletalnych [48]. 
Otrzymanie przeciwciała monoklonalnego (mAbD3), dla 
którego epitopem okazała się być 5-dichloro- i 5-dibromo- 
cytydyna, wydaw ała się umożliwiać dodatkow o ilościowe 
oznaczenie chlorocytozyny dopóki nie odkryto, że obecność 
innych oksydantów w pływ a znacząco na poziom chloro­
wanych zasad azotowych [49]. Nadtlenoazotyn, SIN-1 oraz 
układ generujący rodnik hydroksylowy (CuCl2/askorbi- 
n ia n /H 20 2) powodują zmniejszenie ilości 8-chloroadeniny, 
powstałej w helisie DNA w wyniku ekspozycji na HOC1, 
a przy wyższych stężeniach m.in. nadtlenoazotynu także 
obniżenie poziomu 5-chlorocytozyny [50]. Patrząc przez 
pryzm at cech, jakimi powinien charakteryzować się m arker 
biologiczny jest to efekt niepożądany, zwłaszcza biorąc pod 
uwagę fakt, że najczęściej reakcja, w której powstaje pod­
chloryn przebiega w środowisku o zwiększonym stężeniu 
reaktywnych form tlenu i azotu (wybuch oddechowy w 
aktywowanych fagocytach). Podobnie sytuacja wygląda w 
przypadku 3-chlorotyrozyny, która podobnie jak jej dichlo- 
ropochodna (3,5-dichlorotyrozyna) uw ażana była do nie­
daw na za stabilny produkt reakcji podchlorynu z tyrozyną i 
resztami tyrozynowym i białek. U dow odniono jednak, że w 
obecności takich oksydantów jak nadtlenoazotyn obniżeniu 
ulega poziom zarówno 3-chlorotyrozyny jak i chlorowa­
nych reszt tyrozynowych białek [51]. Dlatego też, podobnie 
jak w przypadku chlorowanych zasad azotowych, ilościo­
we oznaczenie stężenia podchlorynu w  układzie poprzez 
oznaczenie stężenia 3-chlorotyrozyny (lub 3- i 3,5-dichlo- 
rotyrozyny) może być obciążone błędem  niedoszacowania. 
Co więcej, wątpliwość budzi także specyficzność chloro­
wania tyrozyny przez podchloryn. W ykazano bowiem, że 
zarówno 3-chlorotyrozyna, jak i 3,5-dichlorotyrozyna mogą 
powstawać w  tkankach w wyniku ekspozycji na chlor w 
formie gazowej oraz w niskim pH  żołądka w obecności
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jonów chlorkowych [52,53]. Mimo to, 3-chlorotyrozyna 
jest jak dotąd najpowszechniej (obok aktywności mielope- 
roksydazy) stosowanym wskaźnikiem generowania HOC1 
w  układach biologicznych. Badania udow odniły znaczny 
w zrost jej poziomu w surowicy osób, u których wystąpił 
zawał serca, a także w płytkach m iażdżycowych [19,54,55], 
Najczęściej stosowanymi m etodam i w detekcji chloroty- 
rozyny są: spektrometria mas, technika HPLC oraz m eto­
dy immunohistochemiczne wykorzystujące przeciwciała 
poliklonalne skierowane przeciwko 3-chlorotyrozynie. Na 
uwagę zasługuje również fakt, że produktem  końcowym 
chlorowania tyrozyny jest 3,5-dichlorotyrozyna i to głównie 
ona powstaje przy wysokich stężeniach HOC1. 3-chloroty­
rozyna, dzięki obecności elektrofilowego podstaw nika przy 
węglu C3 pierścienia jest zdecydowanie bardziej podatna 
na wprowadzenie drugiego atom u chloru przy węglu C5, 
niż tyrozyna na w prow adzenie pierwszego podstawnika, 
co sprawia, że reakcja tworzenia 3-chlorotyrozyny szybko 
osiąga fazę plateau [13]. Dlatego najwłaściwsze wydaje się 
oznaczanie poziomów obydw u produktów  reakcji.

PO DSUM O W ANIE

Znalezienie specyficznego markera, którego pojawienie 
się wskazywałoby jednoznacznie na obecność podchlorynu 
w układzie oraz walidacja m etod jego precyzyjnej detekcji 
ma szczególne znaczenie dla prognozowania rozwoju wielu 
chorób, które są wynikiem lub w przebiegu których docho­
dzi do zwiększonej produkcji tego oksydanta. Rozwój no­
wych, czułych technik takich jak HPLC, spektrometria mas 
czy metody immunohistochemiczne obniżył próg detekcji, 
umożliwiając tym samym rozważanie możliwości w yko­
rzystania jako m arkerów związków, występujących w m a­
teriale biologicznym w ilościach śladowych. Dzięki temu, 
stosunkowo niedawno wykryte związki takie jak sulfona­
mid glutationu, chlorohydryny fosfolipidów i cholesterolu 
czy chlorowane zasady azotowe mają szansę stać się bio- 
markerami HOC1, zwłaszcza, jeśli uw zględnim y fakt, że je­
dynym  dotychczas klinicznie potw ierdzonym  wskaźnikiem 
zwiększonej produkcji HOC1 jest chlorotyrozyna.
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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 HOCl-biomarkers, useful especially in 
the analysis of clinical samples, using sensitive detection techniques.
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Sterowanie procesem akwizycji i 
wieloparametrowej analizy obrazu

Wprowadzenie

Akwizycja i wieloparametrowa analiza obrazu (ang. high-content imaging) 
to szybko rozwijająca się dziedzina, która znalazła zastosowanie we 
wszystkich fazach procesu opracowywania leku.1 W  ostatnim czasie 
akwizycja i wieloparametrowa analiza obrazu staje się coraz powszechniej 
wykorzystywanym podstawowym narzędziem badawczym. Jednocześnie 
poszerzył się zakres zastosowań tej technologii -  okazała się ona przydatna 
w obszarach, takich jak biologia komórki, badania przesiewowe 
(skrining) siRNA oraz w innych metodach z zakresu genomiki 
czynnościowej i proteomiki. Niezależnie od tego, czy użytkownik 
posiada szerokie doświadczenie, czy też jest nowicjuszem w tej dziedzinie, 
sterowanie procesem akwizycji i wieloparametrowej analizy obrazu jest 
skomplikowanym zadaniem. Dokładne zrozumienie podstawowych 
pojęć, strategii i celów technologii akwizycji i wieloparametrowej 
analizy obrazu ma decydujące znaczenie z punktu widzenia zapewnienia 
skutecznego i pomyślnego wdrożenia tej technologii. W  niniejszym 
artykule przeanalizowano niektóre z ważniejszych obszarów, które należy 
uwzględnić w trakcie rozwijania i optymalizacji aplikacji akwizycji i 
wieloparametrowej analizy obrazu.

Akwizycję i wieloparametrową analizę obrazu można scharakteryzować 
jako połączenie dwóch lub większej liczby podstawowych zastosowań 
mikroskopii fluorescencyjnej, w których materiał biologiczny hodowany 
jest na płytkach wielodołkowych, a akwizycja obrazu i analizy ilościowej 
zostały w pełni zautomatyzowane. Jednoczesne obrazowanie wielu 
komórek pozwala na rejestrację i analizę wielu parametrów w ramach
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pojedynczego doświadczenia. Zwiększona skala i prędkość akwizycji 
obrazu oraz analiza, konieczne do przeprowadzenia obrazowania 
wieloparametrowego, wiążą się z zastosowaniem zaawansowanej platformy 
oprzyrządowania. Analizatory komórkowe BD Pathway™ zostały 
zaprojektowane i stworzone specjalnie do obsługi aplikacji akwizycji i 
wieloparametrowej analizy obrazu. Sprzęt oraz oprogramowanie tworzące 
system BD Pathway pozwalają uzyskać maksimum elastyczności w 
zakresie akwizycji obrazu, analizy i wizualizacji danych. Choć specyficzne 
możliwości platform obrazowania wieloparametrowego różnią się w 
zależności od producenta, wiele tematów omówionych w niniejszej 
nocie aplikacyjnej znajduje zastosowanie generalnie wobec dziedziny 
obrazowania wieloparametrowego.

Proces obrazowania wieloparametrowego można podzielić na cztery 
główne etapy: przygotowanie materiału biologicznego, akwizycję obrazu, 
analizę obrazu oraz analizę danych. W  ramach każdego etapu istnieje 
szereg czynników, które należy wziąć pod uwagę i zoptymalizować. 
Sterowanie każdym etapem wiąże się z realizacją szeregu kroków, 
a pomyślna realizacja danego kroku zależy od udanej realizacji 
poprzedniego. Podczas opracowywania nowej aplikacji, aby zrealizować 
określone zadanie, często konieczne jest dokonanie wyboru spośród wielu 
opcji. Zalety i wady każdej opcji należy dokładnie zbadać i rozważyć.
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Poza tym, przed rozpoczęciem optymalizacji należy dobrze zdefiniować 
cele aplikacji i na każdym etapie często je weryfikować, aby upewnić się, 
że wybrane czynniki i opcje pozwolą na realizację ustalonych celów.

W  Tabeli 1 wymienione są cztery główne etapy obrazowania 
wieloparametrowego oraz kluczowe dla nich czynniki, których 
optymalizacja może być konieczna w trakcie procesu rozwoju testu. 
Niniejsza nota aplikacyjna zawiera szczegółowe omówienie wielu z 
tych czynników oraz konkretne przykłady pochodzące z kilku aplikacji 
obrazowania wieloparametrowego. W  ramach niniejszej nory aplikacyjnej 
nie było jednak możliwości szczegółowego omówienia każdego czynnika, 
toteż może istnieć kilka dodatkowych elementów, które wpłyną na 
Państwa test.

Tabela 1. Główne etapy obrazowania wieloparametrowego i kluczowe czynniki, 
jakie należy zoptymalizować.

Etap 1 -  Przygotowanie materiału bio logicznego

Jednym z najważniejszych czynników przyczyniających się do sukcesu 
testu opartego na komórkach jest określenie i wykorzystanie stabilnego 
i sprawdzonego modelu biologicznego. Istnieje szereg czynników, które 
należy wziąć pod uwagę podczas wybierania lub opracowywania systemu 
modelu. Komórki w hodowli są dynamiczne i nigdy nie należy zakładać, 
że stanowią jednorodną populację. Powinny one być okresowo badane 
pod kątem czynnościowym, aby mieć pewność, że wraz ze wzrostem liczby 
pasaży zachowują pożądane cechy i odpowiedzi. Podłoże do hodowli 
komórek i suplementy mają również decydujące znaczenie z punktu 
widzenia cech komórek. Należy rozważyć zastosowanie kilku różnych 
rodzajów komórek i podłoży hodowlanych, a następnie porównać je, 
aby wybrać kombinację, która najlepiej odpowiada ogólnemu działaniu 
testu. Poza tym środowisko zewnątrzkomórkowe ma wpływ na sposób 
przylegania komórek do substratu, wzrost i odpowiedź na zastosowane 
leki. Aspekty biologiczne są swoiste dla każdego rodzaju komórki, 
systemu testu oraz metody analizy, toteż należy je we właściwy sposób 
zoptymalizować. Zoptymalizowanie każdego spośród wielu aspektów 
biologicznych na początku procesu rozwoju testu zaoszczędzi znaczną 
ilość czasu i nakładu pracy w ogólnym rozrachunku.

Kom ór ki  i h o do w la  k o m ó r k o w a

Wybranie właściwego rodzaju komórki może mieć istotny wpływ 
na wyniki testu. Należy wybrać komórki najodpowiedniejsze dla 
testu. Konieczna jest ocena parametrów takich jak gatunek i rodzaj 
tkanki, z której pochodzą komórki, jak również obecność lub brak 
specyficznych szlaków sygnałowych. W  przeszłości do testów opartych 
na komórkach wykorzystywano linie komórkowe oraz komórki 
pierwotne. Linie komórkowe wyprowadzano z wielu różnych tkanek 
i skutecznie wykorzystywano w rozmaitych testach opartych na 
komórkach. Linie komórkowe takie jak HeLa, U2-OS i CHO-K1 są 
łatwo dostępne, można je dość łatwo namnażać, a ich proliferacja w 
hodowli może być nieskończona. Z tych powodów ogromną większość 
testów wykorzystujących technologię obrazowania wieloparametrowego 
opracowano w oparciu o linie komórkowe. Komórki pierwotne mogą 
teoretycznie stanowić lepszy system modelu, ponieważ są bardziej 
zbliżone pod względem genetycznym i fenotypowym do środowiska 
in vivo. Komórki te muszą być jednak pozyskiwane ze zwierząt lub 
człowieka, ogólnie wymagają bardziej wyspecjalizowanych warunków 
wzrostu i mogą być utrzymane w hodowli tylko przez ograniczony 
czas. Z tego względu komórki pierwotne są generalnie wykorzystywane 
tylko wtedy, gdy korzyści przewyższają nakłady. Komórki macierzyste -  
zarówno „dziewicze”, jak i poddane różnicowaniu -  stanowią potencjalnie 
obiecującą alternatywę zarówno dla ustalonych linii komórkowych, 
jak i komórek pierwotnych, ale obecnie wymagania w zakresie wzrostu 
i utrzymania tych komórek nie są wystarczająco dopracowane, aby 
można je było wykorzystać do większości aplikacji obrazowania 
wieloparametrowego.

Linie komórek adherentnych w formie hodowli jednowarstwowej są 
generalnie rozważane w pierwszej kolejności do zastosowania w testach 
wykorzystujących przetwarzanie wieloparametrowe z powodu względnie 
łatwego sposobu utrwalania i obrazowania. Niemniej jednak do 
opracowania nowych aplikacji obrazowania wieloparametrowego można 
użyć alternatywnych modeli: mogą to być komórki zawiesinowe, komórki 
hodowane w układach wielowarstwowych lub też całe organizmy, takie 
jak C. elegans czy embriony danio pręgowanego. Systemy BD Pathway™ 
nadają się w unikalny sposób do obrazowania tych różnorodnych i 
wymagających rodzajów próbek. Dla przykładu, podczas akwizycji 
obrazu, soczewka obiektywu przesuwa się od dołka do dołka, podczas gdy 
próbka pozostaje nieruchoma. Ułatwia ro przeprowadzenie obrazowania 
luźno przyczepionych komórek i komórek w zawiesinie bez zakłócania 
ich funkcjonowania. Poza tym elastyczność wyboru trybów obrazowania 
— szerokopolowego, konfokalnego i montażowego — pozwala na 
wielowymiarowe obrazowanie rozmaitych próbek biologicznych (patrz 
rozdział Akwizycja obrazu).

Etap 1 -  Przygotowanie materiału biologicznego

• Komórki i hodowla komórkowa 
° Podłoża i suplementy
° Komórki pierwotne i linie komórkowe 

° Hodowle zawiesinowe 
° Całe organizmy
° Żywe komórki (oznaczenie kinetyczne)
° Komórki utrwalone (oznaczanie punktu końcowego)
° Liczba pasaży 
° Gęstość komórek na płytce

• Płytki do hodowli obrazowania

• Macierze zewnątrzkomórkowe
• Struktura płytki i dodawanie związków chemicznych
• Protokoły dot. obrazowania płytek i odczynniki detekcyjne

Etap 2 -  Akwizycja obrazu

• Źródło oświetlenia
• Zestawy filtrów
• Soczewki obiektywu
• Ustawienia aparatu
• Rozdzielczość obrazu
• Liczba pól obrazowania (montaż)
• Metody automatycznego ustawiania ostrości
• Składanie planów fokalnych w osi Z

Etap 3 -  Analiza obrazu

• Przetwarzanie obrazu
• Segmentacja
• Cechy Pomiarowe

Etap 4 -  Analiza i wizualizacja danych

• Klasyfikacja danych
• Mapy termiczne
• Wykresy rozproszone
• Ograniczenia parametrów (progi odcięcia)
• Odsetek komórek odpowiadających na czynnik
• Krzywe odpowiedzi na dawkę

• Współczynnik Z ’
• Stosunek sygnału do szumu
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Należy również zastanowić się, czy zastosować komórki żywe (w 
oznaczeniach kinetycznych) czy też utrwalone (w oznaczeniach punktów 
końcowych). W  przypadku komórek żywych można użyć automatycznego 
fluorescencyjnego obrazowania typu time-lapse (poklatkowego) i systemu 
dozowania w celu zaobserwowania odpowiedzi komórek na dodanie 
związku chemicznego w czasie rzeczywistym. Wykorzystanie żywych 
komórek w aplikacjach obrazowania wieloparametrowego zazwyczaj 
wiąże się z koniecznością poświęcenia dodatkowego czasu na opracowanie, 
optymalizację i wdrożenie testów. Z drugiej strony łatwiej jest wdrożyć 
oznaczenia punktów końcowych doświadczeń z wykorzystaniem komórek 
utrwalonych. Umożliwia to wybór punktu zatrzymania doświadczenia, 
ułatwia automatyzacje procesu, optymalizując przerób próbek. Z uwagi 
na przejściowy charakter wielu odpowiedzi biologicznych, konieczne 
może okazać się przeprowadzenie doświadczeń wstępnych z komórkami 
żywymi lub komórkami utrwalonymi w różnych punktach czasowych 
po dodaniu odczynnika (stymulant, inhibitor itp.), aby zbadać i 
zoptymalizować aspekty kinetyczne odpowiedzi komórkowej.

W  trakcie pomiaru odpowiedzi biologicznej, komórki kontrolne 
powinny posiadać niski poziom wyjściowy i wysoki poziom odpowiedzi, 
z jednoczesnym zachowaniem wysokiej wrażliwości na badany czynnik. 
Zwiększona liczba pasaży może zmieniać właściwości linii komórkowej, 
np. odpowiedź na bodziec, tempo wzrostu, syntezę białek i szlaki 
sygnałowe.2 W  przykładzie przedstawionym na Rycinie 1, komórki 
HeLa po wielokrotnym pasażu ujawniły mniejszą translokację białek 
NF-kB z  cytoplazmy do jądra w odpowiedzi na czynnik martwicy 
nowotworu alfa (TNF-a) niż w przypadku komórek o małej liczbie 
pasaży. W  celu zapewnienia spójnych wyników testu w czasie, komórki 
należy utrzymywać na względnie niskim poziomie pasażowania. Wraz 
ze wzrostem liczby pasaży, komórki należy okresowo badać pod kątem 
odpowiednich odpowiedzi w systemie testu.

Należy gruntownie rozważyć rozmaite techniki hodowli komórek. Dla 
przykładu, umieszczenie świeżo posianych płytek w inkubatorze w 
atmosferze CO , może spowodować nierówne rozmieszczenie komórek 
w dołkach na obrzeżach płytki.3 Ponadto inkubowanie płytek przy 
poziomach wilgotności poniżej optymalnych może spowodować 
nierówną utratę podłoża na brzegach płytki wskutek odparowania. 
Opisywane nieprawidłowości, a także wiele innych, mogą zwiększać 
liczbę artefaktów obserwowanych w dołkach zlokalizowanych na 
brzegach płytki (zjawisko zwane „efektem brzegowym”) i przyczyniać 
się do zróżnicowania wyników testu pomiędzy płytkami. Pozostawienie 
świeżo posianych płytek w temperaturze pokojowej przez około 30

Hjgh-Passage Cells Low-Passage Cells

Rycina 1. Utrata czułości testu w przypadku komórek o dużej liczbie pasaży.
Hodowle komórek HeLa o wysokiej liczbie pasaży (pasaż 32 po nabyciu, Panel 
A) i o niskiej liczbie pasaży (pasaż 2 po nabyciu, Panel B) zbadano pod kątem 
czynnościowym przy użyciu testu translokacji NF-kB do jądra. Komórki poddano 
działaniu TNF-a (50 ng/ml) przez 30 minut, a następnie przygotowano do 
bawienia z zastosowaniem przeciwciała anty-NF-KB. W komórkach o wyższej 
liczbie pasaży, pozytywną odpowiedź zaobserwowano tylko w subpopulacji 
komórek, na co wskazało barwienie z zastosowaniem przeciwciała anty-NF-KB 
w jądrze. W hodowli komórek o niskiej liczbie pasaży, wszystkie komórki ujawniły 
silną pozytywną odpowiedź. Akwizycji obrazów (przycięte) dokonano przy użyciu 
obiektywu o powiększeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 855.

minut przed umieszczeniem ich w inkubatorze w atmosferze CO, w 
temperaturze 37°C może spowodować bardziej równomierny rozkład 
komórek w każdym dołku, co opisał Lundholt.3 Utrzymanie optymalnego 
poziomu wilgotności w inkubatorze oraz stosowanie płytek z pokrywami 
regulującymi parowanie oraz pierścieniami kondensacyjnymi, jak płytki 
hodowlane do obrazowania BD Falcon™ (Nr Kat. 353219) pomaga 
zapobiec nierównej utracie podłoża hodowlanego i może znacząco 
zredukować efekt brzegowy.

Istotne jest określenie i rozmieszczenie na płytkach optymalnej liczby 
komórek dla każdej aplikacji. Gęstość komórek na płytce testowej zależy 
od wielu czynników, między innymi od wielkości komórek, tempa 
wzrostu, stosowanego leku oraz czasu pozostawania w hodowli. Jeśli 
komórki są nieliczne, konieczna będzie akwizycja dodatkowych pól 
obrazu w celu uzyskania statystycznie istotnej liczby komórek. Z drugiej 
strony, jeśli gęstość komórek jest zbyt duża, ich segmentacja na pojedyncze 
komórki może się okazać niemożliwa. Rycina 2  pokazuje wpływ gęstości 
komórek na zdolność segmentacji pojedynczych komórek.

Gęstość komórek może również wpływać na sposób odpowiedzi 
populacji na zastosowany lek, a przez to istotnie wpływa na działanie 
testu. Umieszczenie na 96-dołkowej płytce komórek FleLa w liczbie od 
8 000 do 10 000 na jeden dołek sprawdza się w przypadku aplikacji, w 
których żywe komórki lub komórki poddane działaniu leku utrwalone 
są i obrazowane w ciągu 24 godzin. Taka gęstość komórek na płytce 
sprawdza się również w przypadku komórek o zbliżonej wielkości i czasie 
podwojenia, np. A549 i U2-OS. Komórki o różnych rozmiarach i czasach 
generacji wymagają zastosowania innych poziomów gęstości komórek na 
płytce. Aplikacje, w których komórki są pozostawiane w hodowli przez 
dłuższy czas, będą wymagać optymalizacji wstępnej gęstości komórek na 
płytce. I w końcu, ręczne zliczenie i umieszczenie komórek na płytce 
może prowadzić do zmienności wyników pomiędzy poszczególnymi 
dniami, zwłaszcza gdy procedurę wykonują różne osoby. Urządzenie do 
automatycznego liczenia komórek, może wyeliminować zmienność z 
procesu liczenia komórek i zapewnić spójne wyniki każdego dnia. Dzięki 
zastosowaniu automatycznego urządzenia do umieszczania komórek na 
płytce, zmienność tę można jeszcze bardziej kontrolować.

Low Density High Density

Rycina 2. Wpływ gęstości komórek na segmentację pojedynczych 
komórek. Komórki CHO-K1 posiano na płytki, zachowując niską i wysoką 
gęstość. Następnego dnia komórki poddano barwieniu odczynnikiem Hoechsta 
i obrazowaniu. Przy użyciu oprogramowania BD AttoVision™ wykonano 
segmentację obrazów i wygenerowano obszary zainteresowania (ang. region 
o f interest -ROI, Panele A i B) i maskę segmentacji (Panele C i D, kolory 
przypisane losowo). Przy dużej gęstości komórek (Panele B i D), segmentacja 
poszczególnych komórek była trudniejsza niż w przypadku małej gęstości 
komórek (Panele A i C). Obrazy uzyskano przy użyciu obiektywu o powiększeniu 
20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 435.
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Płytki  h o d o w l a n e  do o b r a z o w a n i a

Istnieje wiele rodzajów płytek wielodołkowych. Wybranie właściwej 
płytki jest bardzo istotne -  rodzaj wybranej płytki do obrazowania może 
na przykład w dużym stopniu dyktować rodzaj soczewki obiektywu, 
jaki można zastosować. W  Tabeli 2  wymieniono główne zalety i wady 
różnych rodzajów płytek obrazowych.

Grubość płytek grubodennych wynosi zazwyczaj >500 mikronów. 
Wymagają one zastosowania obiektywów o dużej odległości roboczej 
{ang. long working distance — LWD) do wykonania obrazowania próbki. 
Obiektywy typu LWD posiadają na ogół niższą wartość apertury 
numerycznej (NA), która jest miarą zdolności zbierania światła i 
rozdzielczości optycznej (dokładniejsze omówienie odległości roboczej 
i NA znajduje się w punkcie Soczewki Obiektywów). Zastosowanie 
płytek grubodennych może również wygenerować więcej szumu tła 
fluorescencyjnego na obrazach. Niemniej jednak plastikowe płytki 
grubodenne są na ogół bardziej płaskie od płytek cienkich, ponieważ dna 
tych płytek są sztywniejsze. Poza tym płytki grubodenne są dostępne w 
postaci fabrycznie opłaszczonej (płytki BD BioCoat™) różnego rodzaju 
macierzami zewnątrzkomórkowymi (ECM).

Grubość plastikowych płytek cienkodennych wynosi zazwyczaj <250 
mikronów i obrazowania można dokonać przy użyciu obiektywów o 
wysokiej wartości NA i małej odległości roboczej. Dla przykładu: dna 
96-dołkowych płytek obrazowych BD Falcon™ posiadają grubość około 
190 mikronów. Ze względu na niewielką grubość materiału, z którego 
wykonane jest dno płytki, oraz względnie dużą szerokość dołków (około 
6 mm średnicy), powierzchnia obrazowania cienkich plastikowych 
płytek 96-dołkowych może być mikroskopijnie wypukła. Centralny 
obszar dołka plastikowej, płaskodennej płytki 96-dołkowej stanowi jego 
najbardziej płaską część (bardziej płaską względem stref dalszych od 
środka dołka). Z tego względu, aby uzyskać najlepsze wyniki zaleca się 
wykonywanie obrazowania w środku dołka lub możliwie blisko środka 
dołka. W  przypadku cienkich, plastikowych płytek 384-dołkowych, 
obszar pomiędzy dołkami jest mniejszy, co daje bardziej płaską 
powierzchnię obrazowania.

W  celu przebadania większej liczby próbek, można zastosować 
formaty płytek wielodołkowych o liczbie dołków powyżej 96. Na ogół 
przejście z płytki 96-dołkowej na 384-dołkową zapewnia wystarczające 
zwiększenia ilości próbek, niemniej jednak dostępne są również płytki 
1536-dołkowe. Przejście z jednego formatu płytki na inny wymaga 
sprawdzenia wszystkich protokołów, w tym obróbki komórek. Dla 
przykładu, protokoły utrwalania i permeabilizacji opracowane dla testu 
z płytką 96-dołkową nie mogą być w sposób bezpośredni przeniesione 
na format 384-dołkowy. Choć każdy dołek 384-dołkowej płytki 
odpowiada w przybliżeniu jednej czwartej powierzchni i objętości 
dołka płytki 96-dołkowej, nie zawsze w prosty sposób można podzielić 
objętość wszystkich odczynników przez cztery. Poza tym praca z płytkami 
384-dołkowymi w trybie ręcznym jest trudniejsza. Z tego względu do 
umieszczania komórek na płytkach 384-dołkowych i obróbki takich 
płytek często wykorzystuje się automatyczne aparaty z funkcją dozowania 
i aspiracji.

Metody wykorzystywane w tych zautomatyzowanych platformach jednak 
należy również zoptymalizować. Dla przykładu, automatyczny sprzęt do 
obróbki płytki pozostawia na ogół pewną objętość rezydualną materiału 
w każdym dołku. W  efekcie mogą zaistnieć dwa negatywne skutki: 
rozcieńczony odczynnik pozostający w dołkach, który zakłóca kolejne 
etapy realizacji testu i objętość rezydualna, powodująca rozcieńczenie 
kolejnego odczynnika do stężenia poniżej optymalnego. Pierwszy skutek 
można wyeliminować poprzez zastosowanie etapów dodatkowego 
płukania, aby rozcieńczyć odczynnik do takiego stężenia, przy którym 
nie będzie on wpływał na dalszy przebieg procesu. Należy jednak 
zachować ostrożność i ustalić, czy dodatkowe płukanie nie zniszczy 
delikatnych struktur komórek lub luźno przyczepionych komórek. 
Wyeliminowanie drugiego efektu wymaga zastosowania odczynników 
o większych stężeniach, aby zrekompensować rozcieńczenie przez 
objętość rezydualną. Rycina 3  przedstawia przykład testu, w którym etap 
permeabilizacji 90% metanolem był skuteczny w przypadku ręcznego 
wykonania testu z użyciem 96-dołkowej płytki, zaś w przypadku 
automatycznej realizacji testu w formacie 384-dołkowym okazał się 
nieskuteczny. Wskutek pozostawienia około 10 pl objętości rezydualnej 
po zastosowaniu płuczki do płytek, 90% metanol został rozcieńczony 
do stężenia, przy którym stracił właściwości skutecznego odczynnika 
do permeabilizacji. Po zastosowaniu 100% metanolu w celu uzyskania 
efektywnego stężenia na poziomie 90%, przywrócono możliwość 
barwienia z zastosowaniem przeciwciał. Opisywane problemy związane z 
obróbką płytek mogą również wpływać na wyniki w przypadku przejścia 
z płytek o standardowych objętościach na płytki o małych objętościach 
konserwowanych przez odczynnik lub płytek o zmniejszonym o połowę 
obszarze (ang. halfarea plates).

90% Methanol 100% Methanol

Rycina 3. Porównanie wpływu stężenia buforu metanolowego w celu 
uzyskania permeabilizacji na barwienie przeciwciałem na płytkach 
384-dołkowych. Płytki 384-dołkowe cienkodenne (Nr Kat. 353221) zostały 
poddane obróbce w trybie automatycznym. Komórki C6 zostały utrwalone za 
pomocą paraformaldehydu, przepłukane roztworem PBS, a przed płukaniem 
i barwieniem mysim przeciwciałem przeciwko p-tubulinie (BD™ Bioimaging 
Certified Alexa Fluor® 555 mouse anti-p-tubulin antibody, Nr Kat. 558605) 
dodano 100 ąl 90% metanolu (Panel A) lub 100% metanolu (Panel B). Akwizycji 
obrazu komórek znakowanych odczynnikiem Hoechsta (niebieski) i p-tubuliną 
(czerwony) dokonano przy użyciu obiektywu o powiększeniu 20x (0,75 NA) w 
aparacie BD Pathway™ 435 i scalonego kanału koloru.

Tabela 2. Zalety i wady płytek obrazowych.

Rodzaj płytki Zalety Wady

Gruby plastik 
> 500 mikronów

• Może być bardziej płaska niż cienkie płytki plastikowe
• Dostępna w wielu wersjach opłaszczenia (BD BioCoat)

• Wymaga zastosowania obiektywów 
typu LWD (niska wartość NA)
• Wyższa fluorescencja tła

Cienki plastik 
< 250 mikronów

• Względnie płaska
• Pozwala na użycie obiektywów o wysokiej 
rozdzielczości (wysoka wartość NA)

• Może nie być tak płaski jak gruby plastik

Szklana
< 200 mikronów

• Płaska
• Pozwala na użycie obiektywów o wysokiej 
rozdzielczości (wysoka wartość NA)

• Wyższy koszt
• Komórki mogą nie przylegać
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M a c i e r z e  z e w n ą t r z k o m ó r k o w e

Najczęściej stosowane linie komórek adherentnych dobrze się 
przytwierdzają do płytek o odpowiednio naładowanej powierzchni (ang. 
tissue-culture-treated). Pewne rodzaje komórek mogą jednak nie przylegać 
lub nie rozprzestrzeniać się w optymalny sposób na tego rodzaju 
powierzchni. Dostępne są rozmaite macierze zewnątrzkomórkowe 
(ECM), takie jak BD Matrigel™, kolagen, poli-D-lizyna, bądź inne 
rodzaje opłaszczenia -  w postaci fabrycznie opłaszczonych płytek (BD 
BioCoat™) lub oddzielnych odczynników. Sposób przylegania komórek 
do rozmaitych typów powierzchni jest zróżnicowany. Komórki luźno 
przylegające lub komórki zawiesinowe, jak np. komórki chłoniaka 
mysiego, mogą wymagać zastosowania powłoki pozwalającej na 
utrzymanie kontaktu z powierzchnią płytki. Tabela 3  zawiera wykaz 
rodzajów opłaszczenia płytek zalecanych do kilku konkretnych aplikacji 
obrazowania wieloparametrowego.

Tabela 3. ECM do różnych aplikacji.

E C M Komórki Aplikacja

Brak HeLa NF-kB

Kolagen PC12 i SH-SY5Y Rozrost neurytów

BD Matrigel CHO-K1 Mikronukleus

HUVEC-2 Angiogeneza

Poli-D-lizyna L5178Y (chłoniak 
mysi)

Mikronukleus

Znaczenie użycia właściwej macierzy ECM zostało przedstawione na 
Rycinie 4. Hodowlę komórek SH-SY5Y (linia komórek neuronalnych) 
prowadzono na płytkach nieopłaszczonych i płytkach opłaszczonych 
kolagenem, a następnie poddano je działaniu paraformaldehydu i 
metanolu. Liczbę komórek zachowanych na płytkach określono poprzez 
zliczenie jąder barwionych odczynnikiem Hoechsta. Po zakończeniu 
procedury stwierdzono, iż na płytce opłaszczonej kolagenem pozostało 
> 2,5-krotnie więcej komórek niż na płytce nieopłaszczonej.

Rycina 4. Porównanie płytki nieopłaszczonej z pły tkąopłaszczoną kolagenem.
Równa liczba komórek SH-SY5Y została umieszczona na nieopłaszczonych 
i opłaszczonych kolagenem 96-dołkowych płytkach obrazowych BD Falcon™ 
oraz poddana hodowli. Następnie komórki potraktowano paraformaldehydem 
i metanolem. Obrazy jąder barwionych odczynnikiem poddano segmentacji, 
zliczono je i sporządzono wykres średniej liczby jąder na jeden dołek. N = 48 
dołków ± SEM.

S tr u k t u r a  płytki  i d o d a w a n i e  z w i ą z k ó w  c h e m ic z n y c h

Aby uzyskać solidne i statystycznie istotne dane z testów, przed 
naniesieniem próbek należy ostrożnie zaplanować parametry płytek, 
np. określić liczbę powtórzeń dołków (ang. replicate wells). Bez ustalenia 
odpowiedniej liczby powtórzeń dołków, poziomy ufności dla wyników 
są niższe, a wnioski wyciągnięte w oparciu o te dane mogą być mało 
wiarygodne. Poza tym, na wynik doświadczenia wpływać może również 
lokalizacja dołków powtórzonych na płytce. Należy przeanalizować 
dane w celu ustalenia, czy efekt brzegowy wpłynie na wyniki. Jeśli cele 
doświadczenia obejmują określenie tzw. okna testu i jego stabilności, 
płytka testowa powinna zawierać dużą liczbę dołków stanowiących 
kontrolę pozytywną i negatywna. Dane wygenerowane w oparciu o taką 
strukturę płytki mogą być następnie użyte do obliczenia okna testu (iloraz 
wartości uzyskanych z dołków potraktowanych zgodnie z procedurą testu 
przez wartości uzyskane z dołków kontrolnych) oraz jego stabilności 
(współczynnik Z’).4 Ewentualnie jeśli celem jest określenie czułości 
testu, na płytkę powinny być naniesione serie rozcieńczeń odpowiednich 
związków we właściwych stężeniach dla uzyskania pełnej odpowiedzi 
biologicznej. W  celu uzyskania optymalnej krzywej, należy uzyskać 
stosowną liczbę punktów danych po każdej stronie punktu środkowego. 
W  oparciu o ten rodzaj struktury płytki można obliczyć wartość EC50 lub 
ICS0 (patrz rozdział Analiza Danych i Wizualizacja).

P ro to k oł y  d o t y c z ą c e  p r z e t w a r z a n i a  

p ły tek  i od czy n ni k i  d e t e k c y j n e

Niezależnie od tego, czy korzysta się z żywych komórek czy dokonuje 
oznaczeń punktów końcowych doświadczenia na komórkach utrwalonych, 
zwykle przed obrazowaniem należy przeprowadzić pewnego rodzaju 
obróbkę płytki. Należy zachować ostrożność i dopilnować, aby kroki w 
ramach obróbki płytki nie wpłynęły negatywnie na wyniki testu. Dla 
przykładu komórki mitotyczne i apoptotyczne są zaokrąglone i mogą 
luźno przylegać do powierzchni płytki, dlatego też jeśli przed utrwaleniem 
dokonuje się aspiracji pożywki, może dojść do odczepienia i utraty tych 
komórek. Nadmierna utrata komórek podczas obróbki płytki prowadzi 
do niedostatecznej reprezentacji specyficznych populacji komórek. Aby 
zminimalizować utratę luźno przyczepionych komórek, można dodać 
roztwór utrwalacza o większym stężeniu (dwukrotnie lub jeszcze bardziej 
stężony) bezpośrednio do pożywki hodowlanej, a nie usuwać ją przed 
utrwaleniem. Sytuacja wygląda podobnie w przypadku złożonych struktur 
komórkowych, np. neurytów poddanych różnicowaniu, które są bardzo 
delikatne i mogą łatwo ulec uszkodzeniu lub oderwać od powierzchni 
płytki w trakcie obróbki płytki. Na Rycinie 5  przedstawiono znaczenie 
zastosowania odczynników redukujących liczbę etapów płukania w 
przypadku komórek o wrażliwych strukturach. W  tym teście, użycie 
bezpośrednio skoniugowanego przeciwciała wyeliminowało 40% etapów 
płukania i ograniczyło uszkodzenie neurytów. Było to szczególnie widoczne 
w przypadku wyższych stężeń NGF, gdy wypustki stają się dłuższe i bardziej 
złożone.

Wybór odczynników do utrwalania komórek i w szczególności do 
permeabilizacji ma decydujące znaczenie dla uzyskania optymalnych 
wyników testu. Istnieje szereg odczynników utrwalających, stosowanych 
w mikroskopii fluorescencyjnej. Stwierdziliśmy, że w aplikacjach 
obrazowania wieloparametrowego dobrze sprawdza się formaldehyd 
lub paraformaldehyd (3,7 do 4%). Podczas znakowania białek 
wewnątrzkomórkowych przeciwciałem konieczne jest zastosowanie etapu 
permeabilizacji. Wybór odczynnika do permeabilizacji jest jednak nieco 
bardziej skomplikowany, gdyż nie wszystkie odczynniki do permeabilizacji 
w optymalny sposób współdziałają ze wszystkimi przeciwciałami. Na 
Rycinie 6  przedstawiono wybrane przykłady pochodzące z dużego 
skriningu przeciwciał, w którym zastosowano permeabilizację z użyciem 
Triton™ X-100 lub metanolu dla każdego przeciwciała. W  przypadku 
niektórych przeciwciał obie metody permeabilizacji sprawdziły się równie 
dobrze, niemniej jednak w przypadku innych tylko jedna z metod dała 
zadowalające wyniki. Z tego względu metody utrwalania i permeabilizacji 
oraz odczynniki należy optymalizować pod kątem specyficznych sond 
stosowanych w teście. Jest to szczególnie ważne podczas multipleksowania 
(zwielokrotnianie) różnych przeciwciał lub sond.
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Primary + Labeled Secondary Primary Conjugated

Rycina 5. Porównanie odczynników i protokołów. Komórki PC12 zostały poddane działaniu rosnących stężeń czynnika wzrostu nerwów (NGF) w celu zróżnicowania 
wypustek neurytów. Komórki zostały następnie utrwalone, poddane obróbce i barwieniu przy użyciu przeciwciała przeciwko p-tubulinie (BD™ Bioimaging Certified p-tubulin 
antibody), które było albo przeciwciałem pierwszorzędowym przeciwko p-tubulinie (Nr Kat. 556321), po którym użyto znakowanego przeciwciała drugorzędowego (Panel 
A), albo bezpośrednio skoniugowanym przeciwciałem przeciwko p-tubulinie (Nr Kat. 558605, Panel B). Rycina przedstawia miniatury obrazów czterech powtórzeń dołków 
w pesudokolorach, dla każdej dawki NGF i metody barwienia przeciwciałem. Akwizycji obrazów dokonano przy użyciu obiektywu o powiększeniu 20x (0,75 NA) systemu 
BD Pathway™ 855.

G3BP Gelsolin HDAC3

Rycina 6. Porównanie barwienia przeciwciałem przy użyciu różnych metod permeabilizacji. Komórki U2-OS zostały utrwalone formaldehydem, a następnie poddane 
działaniu 0,1% Triton X-100 (Panele A-C) lub 90% metanolu (Panele D-F). Następnie przeprowadzono barwienie trzema różnymi mysimi przeciwciałami monoklonalnymi, 
certyfikowanymi do obrazowania biologicznego (BD Bioimaging Certified). Przeciwciało pierwszorzędowe zostało wybarwione przy użyciu drugorzędowego przeciwciała 
przeciw mysiej IgG skoniugowanego z APC (Nr Kat. 550826). G3BP, białko wiążące z domeną RasGAP SH3 (Nr Kat. 611127, Panele A i D) wykazało takie same wzorce 
barwienia po zastosowaniu obu odczynników do permeabilizacji, natomiast Gelsolina, białko rozcinające filamenty aktynowe (Nr Kat. 610413, Panele B i E) zadziałała tylko 
z Triton X-100. HDAC3, deacetylaza histonowa 3 (Nr Kat. 611125, Panele C i F) najlepiej reagowała z metanolem. Akwizycji obrazów dokonano przy użyciu obiektywu o 
powiększeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 855.
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Lista odczynników, barwników fluorescencyjnych, sond i protokołów 
dostępnych do stosowania w aplikacjach do badań biologicznych rozszerza 
się w szybkim tempie. Niemniej jednak odczynnik współdziałający 
z jedną aplikacją może nie nadawać się do zastosowania w innej. Dla 
przykładu opracowano szereg bezpośrednio skoniugowanych przeciwciał 
do stosowania w cytometrii przepływowej, ale w wielu przypadkach 
przeciwciała te zostały skoniugowane z barwnikami (takimi jak FITC lub 
PE), które łatwo ulegają fotowybielaniu [ang. photobleaching) w systemach 
obrazowania, w których rejestratorem jest kamera. Barwniki oraz 
sondy fluorescencyjne stosowane w obrazowaniu wieloparametrowym 
należy dobierać ostrożnie, z uwzględnieniem jasności, fotostabilności i 
kompatybilności z innymi odczynnikami.

Barwienie immunofluorescencyjne przeciwciałami to metoda 
powszechnie stosowana do wykrywania i lokalizowania antygenów 
w pojedynczych komórkach, ale wiele spośród dostępnych na rynku 
przeciwciał nie zostało przetestowanych pod kątem przydatności w 
aplikacjach obrazowania wieloparametrowego. Poza tym, możliwość 
użyciawielu przeciwciał (multipleksowania) jest ograniczonaze względu 
na reaktywność krzyżową pomiędzy gatunkami w przypadku użycia 
standardowych, nieznakowanych przeciwciał pierwszorzędowych 
ze znakowanymi przeciwciałami drugorzędowymi. Aby ułatwić 
użycie przeciwciał w aplikacjach obrazowania wieloparametrowego 
wykorzystujących multipleksowanie, BD Biosciences zainicjowało 
proces skriningu przy użyciu automatycznego obrazowania w 
celu dokonania oceny przeciwciał monoklonalnych pod kątem ich 
przydatności w obrazowaniu biologicznym. Projekt ten obejmował 
początkowo specyficzności, które rozpoznają białka zaangażowane 
w komórkowe szlaki sygnałowe, cykl komórkowy, proces apoptozy 
i nowotworowy. Następnie skriningowi poddano przeciwciała 
właściwe dla zastosowań w zakresie neurobiologii i embrionalnych 
komórek macierzystych. Przeciwciała przetestowano przy użyciu 
linii komórkowych i metod właściwych dla aplikacji skriningu 
wieloparametrowego na automatycznych platformach obrazowania. 
Zalecenia dotyczące metody permeabilizacji oraz stężenia 
przeciwciała są zawarte w karcie danych technicznych każdego 
odczynnika certyfikowanego do obrazowania biologicznego (BD™ 
Bioimaging Certified Reagent). W  celu uzyskania dokładniejszych 
informacji na temat rozwoju certyfikowanych odczynników 
przeciwciał, należy sięgnąć do noty aplikacyjnej „Screening and 
Development o f Antibodies for Use in Cell-Based Assays Using 
Immunofluorescence Microscopy” (Skrining i Rozwój Przeciwciał do 
Stosowania w Testach Komórkowych z Wykorzystaniem Mikroskopii 
Immunofluorescencyjnej), dostępnej na stronie bdbiosciences.com/ 
pdfs/whitePapers/07-A790030- 18A.pdf

W  efekcie projektu skriningu przeciwciał, powstały dwie odrębne 
linie odczynników certyfikowanych do obrazowania biologicznego 
(BD™ Bioimaging Certified Reagent). Jedna duża grupa obejmuje 
nieznakowane przeciwciała pierwszorzędowe, które wykazały ogólną 
przydatność w aplikacjach obrazowania biologicznego. Druga grupa 
obejmuje podzestaw tych odczynników, które zostały bezpośrednio 
sprzężone z wieloma rozmaitymi fluoroforami. Bezpośrednio 
skoniugowane przeciwciała umożliwiają multipleksowanie na 
wysokim poziomie (trzy lub cztery kolory) w rozmaitych aplikacjach 
obrazowania wieloparametrowego. W  celu uzyskania najbardziej 
aktualnego wykazu odczynników certyfikowanych do obrazowania 
biologicznego BD Bioimaging Certified Reagents, należy wejść na 
stronę internetową bdbiosciences.com i szukać hasła „Bioimaging” 
(obrazowanie biologiczne).

Znaczniki białek fluorescencyjnych {ang. fluorescent protein — 
FP) okazały się być nieocenionymi narzędziami badawczymi, 
wykorzystywanymi do badania szerokiej gamy procesów 
komórkowych takich jak transport i segregacja białek, aktywacja 
genów, różnicowanie komórkowe i rozwój. Są również skuteczne 
w aplikacjach obrazowania wieloparametrowego. BD Biosciences 
opracował zestaw wektorów dla organelli komórkowych, Zielone FP 
i Czerwone FP, które można stosować w aplikacjach obrazowania 
wykorzystujących zarówno żywe, jak i utrwalone komórki. Osiem 
nowych odczynników certyfikowanych do obrazowania biologicznego 
(BD Bioimaging Certified Reagents) zweryfikowano pod kątem
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prawidłowej ekspresji i lokalizacji poprzez zbadanie ich kolokalizacji 
w komórkach przy użyciu znanych przeciwciał i barwników 
fluorescencyjnych. W  celu uzyskania dokładniejszych informacji 
na temat odczynników FP prosimy sięgnąć do noty aplikacyjnej 
„Fluorescent Protein Organelle Biomarkers are Beneficial in Live- 
Cell and Fixed-Cell-Based Imaging Applications”, znajdującej się na 
stronie: bdbiosciences.com/appnote/FPorganelle.

Etap 2 -  Akwizycja obrazu

Po dokładnym rozważeniu i zoptymalizowaniu wszystkich 
aspektów biologicznych, kolejnym etapem aplikacji obrazowania 
wieloparametrowego jest akwizycja obrazu. Podobnie jak na etapie 
przygotowania materiału biologicznego, również i tutaj istnieje wiele 
różnych obszarów z możliwością wyboru rozmaitych opcji, które należy 
zbadać.

Ź r ó d ło  o ś w ie t le n i a

Źródło światła należy konserwować i okresowo sprawdzać pod kątem 
natężenia i jakości wiązki. Natężenie lampy pogarsza się wraz z upływem 
godzin pracy, toteż należy ją wymienić po upływie zalecanego czasu pracy. 
Wyrównanie lampy wymaga ręcznego ustawiania i również powinno być 
okresowo sprawdzane. Jakakolwiek zmiana lub dostosowanie źródła 
światła bądź toru światła może wpływać na wyniki testu. Dla przykładu, 
zmiana toru światła zmienia korekcje i dezaktualizuje referencyjne 
obrazy dla korekcji płaskiego pola (patrz rozdział Kompensacja Różnic 
Czułości Poszczególnych Pikseli (ang. Fiat Field Correction)) i wymaga 
wygenerowania nowych obrazów.

Z e s t a w y  f i l t rów

W  aplikacjach wieloparametrowego obrazowania stosuje się szereg 
filtrów do obrazowania fluorescencyjnych sond i barwników. Filtry 
mają transmitować i odzwierciedlać długości fal światła w specyficznych 
obszarach lub pasmach spektrum barw, zwanych również kanałami barw. 
Zestawy filtrów należy ostrożnie dopasowywać do specyficznych spektrów 
wzbudzenia i emisji poszczególnych barwników i sond fluorescencyjnych. 
Standardowe zestawy filtrów w kołowych zmieniaczach filtrów systemu 
BD Pathway™ zoptymalizowano do obrazowania szerokiej gamy 
powszechnie stosowanych odczynników fluorescencyjnych, które 
emitują światło o długościach fal od kanału UV po kanał głębokiej 
czerwieni. W  razie potrzeby filtry można ustawiać zgodnie z potrzebami 
podyktowanymi bardziej specjalistycznymi aplikacjami.

Filtry klasyfikuje się w oparciu o ich położenie w torze optycznym 
i są nazywane zgodnie ze specyficznymi długościami fal światła, 
jakie transmitują. Zakres długości fal transmitowanych przez filtr 
zwany jest popularnie szerokością pasma lub pasmem przepuszczania 
filtra. Światło, które nie jest transmitowane ulega odbiciu, toteż 
jest blokowane lub jego przejście przez filtr jest niemożliwe. Filtry 
pasmowo-przepustowe transmitują światło jedynie pomiędzy górną a 
dolną granicą długości fali. Na przykład filtr pasmowo-przepustowy 
460/50 transmituje światło pomiędzy 435 a 485 nm (pasmo 50 
nm scentrowane na 460 nm). Wąskie filtry pasmowo-przepustowe 
transmitują relatywnie wąskie pasmo światła, na przykład filtr 360/10 
transmituje światło pomiędzy 355 a 365 nm. Filtry górnoprzepustowe 
transmitują wszystkie długości fal powyżej pewnej długości fali 
światła. Na przykład filtr 435LP transmituje wszystkie długości fal 
powyżej 435 nm.

Standardowa mikroskopia epifluorescencyjna wykorzystuje trzy 
elementy: filtr wzbudzający, filtr emisyjny i zwierciadło dichroiczne. 
Takie same elementy wykorzystuje się w kołach filtrowych systemów 
obrazowania BD Pathway {Rycina 7). Filtr wzbudzający definiuje 
długości fal, które oświetlają próbkę, natomiast filtr emisyjny 
umożliwia rejestrację przez aparat tylko odpowiednich długości fal 
światła. Zwierciadło dichroiczne jest umieszczone pod kątem 45° i 
zlokalizowane w torze optycznym pomiędzy filtrem wzbudzającym a 
filtrem emisyjnym. Kieruje ono światło wzbudzające przez obiektyw, 
a także przekazuje światło o większej długości fali z próbki do filtra 
emisyjnego. W  torze optycznym systemu BD Pathway 855 istnieje 
jedno dodatkowe koło filtrowe, dichroiczne koło wzbudzające,
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które zawiera pełne zwierciadło, częściowe zwierciadła, zwierciadło 
dichroiczne i pozycję otwartą. Pozycja otwarta zapobiega blokowaniu 
światła z Lampy A, co umożliwia przeniknięcie światła do zwierciadła 
dichroicznego. Zwierciadła umożliwiają jednoczesne lub sekwencyjne 
kierowanie światła z drugiej lampy (Lampa B) do głównego toru 
optycznego. Dzięki zwierciadłu dichroicznemu, dla celów aplikacji 
wymagających szybkich pomiarów kinetycznych, takich jak 
obrazowanie wyrzutu jonów wapnia, dwie długości fal światła można 
przełączać za pomocą migawki (a nie przesuwania kół filtrowych).

Confocal Spinning 
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Filter Wheel

Imaging 

Plate or 

Slide

Confocal Spinning

Long Life 
Alignment Free 
Mercury Metal
Halide Lamp 0 0 0 6
with Liquid 
Light Guide

8 Position Emission 
Filter Wheel

Rycina 7. Tor optyczny systemów obrazowania BD Pathway™. System BD 
Pathway 855 z oświetleniem pochodzącym z Lampy A jest przedstawiony na 
Panelu A. Panel B przedstawia System BD Pathway 435.

Większość zestawów filtrów jest zaprojektowana do optymalnego 
obrazowania jednego kanału fluorescencji (zestawy pojedyncze). 
Inne zestawy filtrów są przeznaczone do transmisji światła w dwóch 
kanałach barw lub większej ich liczbie (zestawy wielopasmowo- 
przepustowe), odbijając światło pomiędzy transmitowanymi barwami. 
Filtry górnoprzepustowe i szerokie filtry pasmowo-przepustowe 
umożliwiają największą przepustowość światła, ale mogą nie nadawać 
się do stosowania w testach opartych na multipleksowaniu z powodu 
efektu bleed-through (wzbudzenie wskutek wzbudzenia bezpośredniego), 
wynikającego z obecności sond lub barwników fluorescencyjnych o 
zachodzących na siebie spektrach wzbudzenia i emisji. Wąskie filtry 
pasmowo-przepustowe i filtry wielopasmowo-przepustowe umożliwiają 
skuteczniejsze multipleksowanie, transmitują one jednak znacznie mniej 
światła z powodu wąskich pasm transmisji przy każdej długości fali. 
Obrazowanie przy użyciu filtrów wielopasmowo-przepustowych może 
więc wymagać relatywnie jasnych próbek i dłuższych czasów ekspozycji

niż obrazowanie przy użyciu zestawów filtrów jednobarwnych. Przegląd 
spektrów fluorescencji przedstawiony na Rycinie 8  jest narzędziem 
online, którego można użyć do zoptymalizowania zestawów filtrów 
dla aplikacji opartych na multipleksowaniu. Narzędzie to umożliwia 
podgląd spektrów wzbudzenia i emisji wielu powszechnie dostępnych 
barwników i sond fluorescencyjnych oraz umieszczenie ich na wykresie 
z rozmaitymi filtrami wzbudzającymi i emisyjnymi w celu ustalenia 
najlepszej kombinacji. Można je również wykorzystać do oceny 
rozmiarów zachodzenia na siebie spektrów lub efektu bleed-through, 
które mogą wystąpić w przypadku różnych kombinacji sond i filtrów. 
Podgląd Spektrów Fluorescencji dostępny jest na stronie BD Biosciences: 
bdbiosciences.com/spectra/.

Rycina 8. Zrzut z ekranu przedglądu spektrów fluorescencji. Podgląd spektrów  
fluorescencji jest przydatny narzędziem wspomagającym wybór odpowiednich 
kombinacji sond i filtrów dla aplikacji obrazowania wieloparametrowego 
wykorzystujących multipleksowanie.

Większość zestawów danych uzyskiwanych z obrazowania 
wieloparametrowego składa się z obrazów komórek znakowanych 
odczynnikami fluorescencyjnymi o wielu barwach. W  przypadku 
niektórych aplikacji wykorzystujących multipleksowanie, przydatnym 
miernikiem może być stopień kolokalizacji dwóch białek lub większej 
ich liczby. W  celu wizualizacji lokalizacji przestrzennej dwóch lub wielu 
sond, pomocne jest nałożenie na siebie (połączenie) obrazów każdego 
kanału barwy. Jednakże na połączonym obrazie jedna barwa może 
wydawać się delikatnie niedopasowana względem drugiej. To zjawisko 
określane jest jako przesunięcie pikseli. Przesunięcie pikseli może wynikać 
z niewyrównanych filtrów i kół filtrowych bądź ze składu i właściwości 
poszczególnych filtrów. Delikatne przesunięcie światła przechodzącego 
przez filtry różnych kanałów barwy może powodować przesunięcie 
obrazu powiązanego z jednym kanałem względem drugiego kanału. 
Przesunięcie pikseli, jeśli zostanie zaobserwowane, dotyczy na ogół kilku 
pikseli. Z tego względu problem przesunięcia pikseli może dotyczyć 
jedynie aplikacji wymagających obrazów o wysokiej rozdzielczości i 
precyzyjnej kolokalizacji małych obiektów, jak np. kolokalizacja ognisk 
w jądrze w przypadku uszkodzenia i naprawy DNA. Przesunięcia 
optyczne można również wykryć w wymiarze Z, jeśli optymalna 
płaszczyzna ostrości różni się nieco w zależności od kanału barwy. W  
celu wyeliminowania przesunięć pomiędzy kanałami barw w wymiarach 
X, Y i Z, można użyć zestawów filtrów wielopasmowo-przepustowych, 
wykorzystujących ten sam filtr dichroiczny i emisyjny do obrazowania 
różnych barw. W  razie konieczności, na etapie Analizy Obrazu można 
również przetworzyć obrazy w celu skorygowania przesunięć pikseli w 
wymiarze X i Y. Poza rym w ramach protokołów akwizycji obrazu można 
zdefiniować kompensacje Z, aby dostosować różne płaszczyzny ostrości 
pomiędzy kanałami barw.

Opracowując i optymalizując nową aplikację obrazowania 
wieloparametrowego wykorzystującą multipleksowanie, należy 
zaprojektować doświadczenia wstępne w celu dokonania pomiaru każdej 
z omówionych cech filtra. W  celu zmierzenia efektu bleed-through, należy
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przygotować komórki barwione każdym barwnikiem pojedynczo, a 
także dwoma barwnikami lub większą ich liczbą, a następnie poddać 
obrazowaniu w różnych kanałach barw. Poza tym należy również 
przeprowadzić doświadczenia mierzące natężenie specyficznych 
sygnałów, niespecyficzne tło i przesunięcie pikseli. W  oparciu o wyniki 
tych doświadczeń można dokonać odpowiednich dostosowań do 
odczynników, protokołów, konfiguracji filtrów i innych parametrów 
akwizycji obrazu.

S o c z e w k i  ob iek tyw u

Soczewki obiektywów' stanowią zwykle najważniejszy element układu 
optycznego, ponieważ są one głównym czynnikiem definiującym jakość 
obrazu. Wybór soczewek obiektywów zależy głównie od rozdzielczości 
koniecznej do analizy obrazu, liczby komórek koniecznej, aby uzyskać 
dane istotne statystycznie, a także, jak już wspomniano, od zastosowanej 
płytki obrazowej (patrz rozdział Płytki do obrazowania).

Soczewki obiektywów klasyfikuje się głównie w oparciu o powiększenie, 
odległość roboczą i wartość NA. Powiększenie obiektywu konieczne dla 
danego testu wynika z potrzeb w zakresie analizy obrazu. Pomiary struktur 
na dużym obszarze, np. tworzenie tubul w badaniach nad angiogenezą, 
bądź obrazowanie całych organizmów, wymagają obrazowania przy 
małym powiększeniu (powiększenie <10x). Z kolei w jądrach w 
badaniu uszkodzenia i naprawy DNA, liczenie submikronowych ognisk 
wymaga dużego powiększenia (obiektyw 40x). Większość aplikacji 
obrazowania wieloparametrowego wymaga zastosowania obiektywu 10x 
lub 20x. Zdolność do akwizycji czterokrotnie większej liczby komórek 
przy tej samej liczbie pól obrazu jest wyraźną zaletą przy obrazowaniu

obiektywem 10x względem obiektywu 20x tak długo, jak towarzyszące 
temu obniżenie rozdzielczości obrazu nie wpływa niekorzystnie na analizę 
obrazu i danych. Tabela 4  zawiera wykaz rozmiarów pól (mierzonych za 
pomocą mikrometru systemu BD Pathway™ 855) z reprezentatywnymi 
testami dostosowanymi do każdej z soczewek obiektywu. Pola obrazu 
uchwycone obiektywami o różnych powiększeniach są przedstawione na 
Rycinie 9.

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

Obiektyw Wymiary pola 
(mikrony)

Reprezentatywny test

40x* 210x160 Uszkodzenie i naprawa DNA

20x* 420 x 320 Translokacja do jądra

10x 840 x 640 Cykl komórkowy

4x 2100x1600 Formowanie tubul

2x 4200 x 3200 Obrazowanie danio 
pręgowanego

*W systemach BD Pathway dostępne są obiektywy 
o wysokiej wartości NA i typu LWD.

Rycina 9. Porównanie obrazów uchwyconych obiektywami o różnych powiększeniach. Komórki HeLa barwione odczynnikiem Hoechsta (niebieski), falloidyną 
znakowaną Alexa Fluor® 488 (zielony) i MitoTracker® Red (czerwony) zostały poddane obrazowaniu przy użyciu soczewek obiektywów 40x (Panel A), 20x (Panel B), 
10x (Panel C) i 4x (Panel D). Jeśli n równa się liczbie komórek uchwyconych obiektywem 40x, to liczba komórek uchwyconych obiektywami 20x, 10x lub 4x wyniosłaby 
odpowiednio 4xn, 16xn i 100xn. Obrazy pełnego pola (w pseudokolorach lub połączone) w ramach tego samego dołka poddano akwizycji przy użyciu systemu BD Pathway 
435. Skala reprezentuje 100 mikronów.
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Odległość roboczą obiektywu definiuje się jako odległość (w mm) od 
przedniej części soczewek obiektywu do powierzchni obrazowania (na 
przykład odległość pomiędzy obiektywem a próbką), gdy próbka jest 
widziana ostro. Wartość NA jest miarą zdolności zebrania światła przez 
soczewkę obiektywu. Soczewki o dużym powiększeniu zwykle mają 
wysokie wartości NA i umożliwiają wejście w obiektyw większej liczby 
promieni światła formujących obraz, pod większymi kątami (bardziej z 
ukosa). Z tego względu obiektywy o wysokich wartościach NA generują 
obrazy o większej rozdzielczości niż obiektywy o niskiej wartości NA. 
Jednakże z powodu małej odległości roboczej, obiektywów o wysokiej 
wartości NA można używać tylko w przypadku płytek cienkodennych. 
Nie można ich używać do obrazowania próbek na płytkach grubodennych 
lub płytkach z grubymi opłaszczeniami macierzy ECM. Do obrazowania 
próbek na płytkach grubodennych konieczne jest użycie obiektywów 
o niskich wartościach NA (które mają większe odległości robocze). 
Obiektywy te mają jednak ograniczone możliwości w zakresie zdolności 
zbierania światła i rozdzielczości obrazu. Użycie płytek grubodennych 
z obiektywami o niskich wartościach NA wymaga dłuższych czasów 
ekspozycji, co może negatywnie wpływać na zdolność obrazowania 
ciemnych próbek, zwłaszcza w trybie konfokalnym.

U s ta w i e n i a  a p a r a t u

Ustawienia aparatu, takie jak czas ekspozycji, binning pikseli i 
wzmocnienie (gain) są istotnymi czynnikami wpływającymi na jakość 
obrazu i analizę danych. Optymalne ustawienia aparatu należy więc 
ustalać dla każdego barwnika lub sondy fluorescencyjnej, stosowanych 
w aplikacji obrazowania wieloparametrowego. Czasy ekspozycji należy 
ustawiać w taki sposób, aby najjaśniejsze obiekty zainteresowania nie 
były poddane nadmiernej ekspozycji (powyżej maksymalnego natężenia 
pikseli). Nasycone piksele na obrazie mogą negatywnie wpływać na 
dokładność późniejszych pomiarów opartych na natężeniu. W  przypadku 
obrazowania ciemnych próbek lub obrazowania w trybie konfokalnym, 
w którym to do aparatu transmituje się znacznie mniej światła, w celu 
skrócenia czasów ekspozycji można zastosować ustawienia binningu 
pikseli i wzmocnienia. Jednakże w przypadku ich niewłaściwego 
zastosowania, oba te ustawienia aparatu mogą wpłynąć negatywnie na 
jakość próbki.

Termin głębokość bitowa, zwany również głębokością piksela, odnosi 
się do maksymalnej liczby natężeń, jakie aparat może jednocześnie 
wyświetlić. Aparat wyposażony w fotoczułe elementy półprzewodnikowe 
(ang. charge-coupled device -  CCD) w systemach BD Pathway™ generuje 
obrazy 12-bitowe (212 lub 4096 odcieni szarości), składające się 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 fotoelektronów, które muszą zostać zarejestrowane dla piksela na 
każdym poziomie szarości. Obiekty emitujące mniej fotoelektronów 
(ciemne próbki) rejestrują mniej poziomów szarości niż obiekty emitujące 
więcej fotoelektronów (próbki jaśniejsze). Ekspozycję należy ustawić 
tak, aby zmaksymalizować dynamiczny zakres wartości poziomów 
szarości. Dla przykładu, pracując z kamerą 12-bitową w systemie BD 
Pathway, ekspozycję należy ustawić tak, aby maksymalne natężenia 
pikseli najjaśniejszego sygnału mieściły się w przedziale od 3500 do 4000 
poziomów szarości (skala od 0 do 4095). W  przypadku ciemnych próbek, 
ekspozycję należy ustawić tak, aby uzyskać sygnał właściwy do osiągnięcia 
odpowiedniej separacji pomiędzy natężeniami (tła) specyficznymi i 
niespecyficznymi. Choć obrazy uzyskiwane z kamer zawierają 12-bitów 
danych (4096 odcieni szarości), są one przechowywane w postaci 
niezmienionej (bez skalowania) w 16-bitowych plikach danych, aby 
były kompatybilne z powszechnie stosowanym oprogramowaniem do 
przetwarzania obrazów.

Dostosowanie wzmocnienia (gain) aparatu definiuje liczbę 
akumulowanych fotoelektronów, które określają każdy poziom szarości. 
Wzrost wzmocnienia elektronowego odpowiada zmniejszeniu liczby 
fotoelektronów, które są przypisane do jednego poziomu szarości. 
Różni się to od ustawień wzmocnienia stosowanych w innych rodzajach 
detektorów (takich jak fotopowielacze stosowane w cytometrach 
przepływowych), które wzmacniają sygnały za pomocą stałego 
współczynnika powielania. Wzmocnienie umożliwia podzielenie danego 
poziomu sygnału na większą liczbę stopni poziomów szarości. Choć

ustawienie wzmocnienia jest metodą rozszerzenia słabego sygnału do 
pożądanej większej liczby poziomów szarości, nadmierne używanie tej 
funkcji może prowadzić do wyższych poziomów szumu, które pojawiają 
się na obrazie końcowym w postaci tzw. groszkowania.

Łączenie pikseli w siatkę określa się jako binning pikseli. W  obrazie 
bez binningu (określanym jako bin 1 lub binning 1x1), każdy z pikseli 
jest mierzony niezależnie. Przy binningu 2x2 (bin 2), cztery sąsiadujące 
piksele są łączone w jeden duży piksel lub superpiksel. Przy binningu 
4x4 (bin 4) 16 pikseli sumuje się razem, i tak dalej. Powstające w efekcie 
superpiksele są przetwarzane jako jeden piksel zawierający połączoną 
zawartość fotoelektronów wszystkich zsumowanych pikseli. Korzyści 
wynikające z binningu pikseli to większe natężenie sygnału, które 
umożliwia 4-krotne skrócenie czasów ekspozycji (na 1 poziom binningu) 
i mniejsze rozmiary pliku z obrazem, co zmniejsza zarówno wymagania 
w zakresie przechowywania danych, jak i czas przetwarzania obrazu. 
Jednakże wraz ze wzrostem poziomu binningu, rozdzielczość przestrzenna 
ulega zmniejszeniu. Generalnie obrazy uzyskiwane przy wykorzystaniu 
poziomów binningu powyżej 2x2 nie nadają się do ilościowej analizy 
obrazu. Wysokie poziomy binningu (4x4 lub 8x8) są jednak przydatne 
do zwiększania szybkości metod ustawiania ostrości w oparciu o obraz.

R o z d z i e l c z o ś ć  ob ra zu

Rozdzielczość obrazu to termin stosowany w celu określenia poziomu 
szczegółów zawartych w obrazie. Jest ona determinowana głównie 
powiększeniem obiektywu oraz liczbą i wymiarami pikseli w kamerze 
i na obrazie. Wymiary pola dla poszczególnych soczewek obiektywów 
stosowanych w systemie obrazowania można zmierzyć za pomocą 
mikrometru. Następnie dzieląc wymiary pola (w mikronach) przez 
wymiary obrazu (w pikselach) można obliczyć rozdzielczość obrazu (w 
mikronach/piksel) . Do obliczenia rozdzielczości obrazu na różnych 
poziomach binningu pikseli wykorzystano wymiary pola zmierzone dla 
różnych obiektywów systemu BD Pathway 855. Są one wymienione w 
Tabeli 5. Obrazowanie przy binningu 1x1 za pomocą obiektywu 20x 
generuje obrazy o podobnej rozdzielczości (0,3125 mikronów/piksel) jak 
obrazowanie przy binningu 2x2 za pomocą obiektywu 40x. Ponieważ 
pole obiektywu 20x jest czterokrotnie większe niż pole obiektywu 40x, 
można uchwycić czterokrotnie więcej komórek na jedno pole obrazu. 
Może to być korzystne w przypadku aplikacji wymagających zarówno 
wysokiej rozdzielczości, jak i wyższej liczby komórek, ponieważ czasy 
akwizycji mogą być znacznie krótsze. Obrazowanie przy binningu 
1x1 wymaga jednak dłuższego czasu ekspozycji niż obrazowania przy 
binningu 2x2, co może zwiększać szumy tła na obrazach i negatywnie 
wpłynąć na wyniki testu.
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Tabela 5. Rozmiary pola obrazu i charakterystyki uchwycone przy wykorzystaniu różnych obiektywów i poziomów binningu pikseli.

Binning Rozmiar obrazu 

(piksele)
Rozmiar pliku ze 

zdjęciem (KB)
Obiektyw Pole widoku (mikrony) Rozdzielczość

(mikrony/piksele)

1x1 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 2,5

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

Li cz ba  pól o b ra z u  ( m o n t a ż )

W  obrazowaniu wieloparametrowym ważne jest uchwycenie na tyle 
dużej populacji komórek na każdym obrazie, aby uzyskane dane były 
istotne statystycznie. O  liczbie uchwyconych komórek decyduje rodzaj 
i liczba komórek umieszczonych na płytkach i powiększenie oraz 
liczba uchwyconych pól obrazu. Akwizycja większej liczby komórek 
w każdym dołku lub na obrazie, generalnie przekłada się na testy o 
wyższym poziomie istotności statystycznej, mierzonej współczynnikiem 
Z ’ (patrz część Analiza i Wizualizacja Danych). Testy o współczynniku 
Z ’ >0,5 są uznawane za znacząco stabilne, nadające się do aplikacji 
skrinigowych.4 Ponieważ większość odpowiedzi biologicznych opartych 
na komórce ma charakter heterogeniczny, rosnąca wielkość analizowanej 
populacji komórek zmniejsza zróżnicowanie średnich danych dla dołka 
mierzonych w powtórzeniach dołków i zwiększa wartości współczynnika 
Z ’. Jednym ze sposobów zwiększenia liczby analizowanych komórek 
jest zwiększenie gęstości komórek na płytkach. Aplikacje obrazowania 
wieloparametrowego na ogół analizują jednak pojedyncze komórki, 
nie zaś populacje komórek, a duża gęstość komórek na płytkach może 
utrudniać segmentację pojedynczych komórek. Alternatywą jest 
obrazowanie dodatkowych pól poprzez zastosowanie montażu w trybie 
ciągłym (ang. contiguous) lub nieciągłym (ang. discontiguous). W  trybie 
ciągłym systemy BD Pathway™ mogą dokonać precyzyjnej akwizycji 
sąsiadujących pól obrazu i dla celów analizy połączyć je w jeden większy, 
zmontowany obraz wielu pól. Jest to szczególnie przydatne w teście 
rozrostu neurytów, co zaprezentowano na Rycinie 10. Ten test z zasady 
charakteryzują niskie wartości współczynnika Z’ z uwagi na heterogenny 
charakter wydłużonych neuronów. Komplikują to jeszcze bardziej duże 
rozmiary komórek, które rozciągają się poza granice pojedynczego 
pola obrazu. Dane wskazują, że wraz z rosnącym rozmiarem montażu 
w trybie ciągłym, wartości współczynnika Z’ rosły dla każdego 
spośród parametrów testu mierzonych przy użyciu oprogramowania 
aplikacyjnego BD AttoVision™ do Rozrostu Neurytów. Montaż 4x4 
pozwolił uzyskać wartości współczynnika Z’ na poziomie >0,5. W  celu 
uzyskania dokładniejszych informacji, należy sięgnąć do noty aplikacyjnej 
„Quantitative High Content Analysis of Neurite Outgrowth”, dostępnej 
na stronie: bdbiosciences.com/ pdfs/whitePapers/07-A790030-19A.pdf.

M e t o d y  a u t o m a t y c z n e g o  u s t a w i a n ia  ost rości

Automatyczne systemy obrazowania wykorzystują metody sprzętowe 
i programowe do automatycznego ustawiania ostrości i uchwycenia 
obrazu w kolejnych dołkach lub w obrębie tego samego dołka płyki 
wielodołkowej. Niezależnie od zastosowanej metody, ustawienia 
autofokusa należy zoptymalizować, aby uwzględnić parametry testu 
takie jak komórki o różnej grubości w osi Z lub sondy zlokalizowane 
w różnych regionach subkomórkowych (jądro i błona plazmatyczna). 
Systemy BD Pathway wykorzystują dwa różne tryby automatycznego 
ustawiania ostrości: oparty o laser i oparty o obraz. Autofokus oparty o 
laser identyfikuje styk obrazowania powierzchni dołka/cieczy, a następnie 
w celu uchwycenia obrazu przesuwa się o ustaloną odległość w wymiarze 
Z względem tego styku, do skalkulowanej płaszczyzny ostrości. W  
trybie ustawiania ostrości opartym o obraz, do określenia optymalnej 
płaszczyzny ostrości wykorzystuje się maksymalne natężenie fluorescencji 
i wartości kontrastu analizowane na podstawie złożenia poszczególnych 
planów fokalnych w osi Z próbki. Obie metody automatycznego 
ustawiania ostrości umożliwiają optymalizację za pomocą ustawień 
definiowanych przez użytkownika. Niekiedy przydatne może okazać się 
połączenie tych dwóch metod, na przykład, gdy optymalna płaszczyzna 
ostrości próbki odbiega od jednej ustalonej pozycji w wymiarze Z (np. 
w przypadku montaży obejmujących duże odległości, typy komórek 
rosnące trójwymiarowo lub macierze o nierównej grubości).

Tryb ustawiania ostrości oparty o laser jest szybszy niż tryb ustawiania 
ostrości oparty o obraz i może znacząco skracać czas akwizycji obrazu. 
Tryb ustawiania ostrości oparty o obraz oferuje jednak możliwość 
ustawienia ostrości w oparciu o barwnik, co pozwala na niezależne 
ustawianie ostrości na obiektach znakowanych różnymi fluoroforami. 
Tryb ustawiania ostrości oparty o obraz wymaga oświetlenia próbki, a 
w przypadku nadmiernego jej oświetlenia może dojść do fotowybielania 
sygnałów fluorescencyjnych. Z tego względu tryb ustawiania ostrości 
oparty o obraz może nie być odpowiedni do obrazowania fotolabilych 
sond i barwników.
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Rycina 10. W pływ rozmiaru montażu na działanie testu w aplikacji Rozrostu Neurytów. Doświadczenie typu min/max przygotowano przy użyciu 48 dołków nie 
wystawionych na działanie żadnej substancji i 48 dołków poddanych działaniu NGF (100 ng/m NGF), zawierających komórki PC12, a następnie przeprowadzono 
obrazowanie w trybie niekonfokalnym wykorzystując różne rozmiary montażu. Dane obrazu przeanalizowano przy użyciu modułu oprogramowania BD AttoVision™ do 
Rozrostu Neurytów i obliczono współczynnik Z’ dla rozmaitych parametrów. Montowane obrazy 2x2, 3x3 i 4x4 zawierają odpowiednio 4, 9 i 16 sąsiadujących pól obrazu. 
Montaż 4x4 składający się z 16 sąsiadujących pól obrazu (oznaczonych białymi przerywanymi liniami) przedstawia Panel A. Wykres wartości współczynników Z’ dla 
czterech parametrów, uzyskanych na podstawie analiz obrazów o różnych rozmiarach montażu przedstawiony jest na Panelu B. Akwizycji obrazów dokonano przy użyciu 
obiektywu o powiększeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 855.

K o n fo k a ln y  S to s  Z  -  z b i e r a n i e  f lu o r es c en c j i  

z e  w s z y s tk ic h  p l a n ó w  fo k a ln y c h  próbki

Niektóre aplikacje wieloparametrowe wymagają wysokiej rozdzielczości 
obrazu nie tylko w wymiarach X i Y, ale także w wymiarze Z. W  takich 
przypadkach obrazowanie konfokalne oferuje kilka wyraźnych zalet w 
stosunku do tradycyjnego obrazowania fluorescencyjnego o szerokim 
polu. Obrazowanie w trybie konfokalnym usuwa nieostrości poza polem 
ogniskowania poprzez przepuszczenie światła przez otwór optyczny, co 
skutkuje uchwyceniem większej rozdzielczości osiowej (wzdłuż osi Z) 
próbki. Poza tym obrazowanie konfokalne pozwala na zebranie „stosu 
Z ” (zbieranie fluorescencji ze wszystkich płaszczyzn fokalnych próbki) 
lub serii przekrojów optycznych o wysokiej rozdzielczości przez próbkę. 
Stosu Z można użyć do odtworzenia próbki w 3-D lub zrzucić go do 
pojedynczego obrazu dwuwymiarowego dla celów dalszej analizy. Obraz 
ze zrzuconym konfokalnym stosem Z (,ang. confocal collapsed Z  stack) 
generuje ostrą prezentację fluorescencji z całej grubości próbki. Jest to 
szczególnie użyteczne w przypadku testów takich jak formowanie tubul 
(angiogeneza), gdzie struktury komórkowe formują grubą macierz ECM. 
W  celu uzyskania dokładniejszych informacji, należy sięgnąć do noty 
aplikacyjnej „An Image-Based Assay of Endothelial Celi Tube Formation 
as a Model of Angiogenesis”, dostępnej na stronie: bdbiosciences.com/ 
pdfs/whitePapers/06-A790030-3Al.pdf.

Korzyści z zastosowania konfokalnego stosu Z w przypadku gęstych 
pierwotnych sieci nerwowych omówiono również w przytoczonej 
wcześniej nocie aplikacyjnej dot. rozrostu neurytów.

Definiując kroki w zakresie wymiaru Z, należy uwzględnić rozdzielczość 
systemu obrazowania w wymiarze Z (mierzoną zdolnością rozdzielczą
w osi Z). Rozdzielczość w wymiarze Z mierzy się za pomocą funkcji
rozproszenia punktowego (ang. point spread function — PSF).5 
Rozdzielczości w wymiarze Z zmierzone za pomocą funkcji PSF dla 
trzech obiektywów reprezentatywnego systemu BD Pathway™ 855 
wyniosły:

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

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

20x (0,75 NA) = 2,8 mikronów

Aby uzyskać właściwą reprezentację szczegółów w osi Z próbki odległość 
kroku Z powinna wynosić około połowę rozdzielczości systemu w 
wymiarze Z. Na przykład w przypadku stosowania obiektywu o

powiększeniu 40x (0,9 NA) systemu BD Pathway 855, dla którego 
zmierzona rozdzielczość w wymiarze Z wynosi 2,0 mikrony, obrazowanie 
należy wykonać przy krokach w wymiarze Z na poziomie 1,0 pm.

Przykład tego, w jaki sposób obrazowanie konfokalne może poprawić 
działanie testu obrazowania o wysokiej rozdzielczość, ilustrują dane z 
obrazowania uszkodzeń i systemów naqprawczych DNA zaprezentowane 
na Rycinie 11. W  tym teście obrazowanie w trybie konfokalnym ze 
zrzuceniem stosu Z wygenerowało ostrzejsze granice ognisk w jądrach, 
co umożliwiło lepszą identyfikację poszczególnych zmian w porównaniu 
z trybem obrazowania w szerokim polu (niekonfokalnym). Przekłada 
się to na większą dokładność i stabilność testu. W  celu uzyskania 
dokładniejszych informacji należy sięgnąć do noty aplikacyjnej „DNA 
Damage and Repair -  Quantification of Sub-Cellular Events Using 
Automated Confocal Imaging”, dostępnej na stronie: bdbiosciences. 
com/pdfs/whitePapers/06-A790030-6A 1 .pdf.

Tabela 6  zawiera podsumowanie zalet i wad rozmaitych czynników 
akwizycji obrazu, które omówiono. Choć podczas etapu przygotowywania 
materiału biologicznego i akwizycji obrazów należałoby rozważyć 
i zoptymalizować wiele istotnych czynników, znalezienie jednej 
kombinacji warunków, która generuje perfekcyjny zestaw obrazów może 
nie być konieczne lub możliwe. Istotne jest dokonanie oceny wymagań 
(lub tolerancji) testu, które dla każdej aplikacji generują biologicznie i 
statystycznie istotne wyniki.
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Rycina 11. Porównanie trybów akwizycji konfokalnej i niekonfokalnej. Komórki HT-1080 potraktowano nadtlenkiem wodoru i poddano barwieniu przeciwciałem 
wykrywającym postać ufosforylowaną H2AX (wyspecjalizowana postać histonu H2, akumulująca się przy uszkodzeniach obu nici DNA). W porównaniu z trybem 
konfokalnym ze zrzuceniem stosu Z (Panel B), w trybie niekonfokalnym (Panel A), liczba ognisk w jądrach wydawała się być mniejsza, były one większe i nieostre. 
Obrazowanie konfokalne skutkowało identyfikacją większej liczby pojedynczych ognisk (strzałka) i lepszą segmentacją obrazu (Panele C i D). Panel E przedstawia średnią 
liczbę ognisk w jądrze -  wartości kontrolne (słupki niebieskie) porównano z dołkami potraktowanymi nadtlenkiem wodoru (słupki czerwone). Działanie testu zmierzono 
wartością współczynników Z' dla przeciętnej liczby zmian w jądrze, która wyniosła 0,4 dla obrazów w trybie niekonfokalnym i 0,6 dla obrazów w trybie konfokalnym ze 
zrzuceniem stosu. N = 6 dołków ± SD. Akwizycji obrazów (przyciętych) dokonano przy użyciu obiektywu o powiększeniu 40x (0,9 NA) systemu BD Pathway™ 855.
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Tabela 6. Zalety i wady trybów oraz opcji akwizycji obrazów w systemie BD Pathway™.

Opcje Zalety Wady

Powiększenie 40x Dostępne opcje wysokiej wartości NA i LWD 
Wysoka rozdzielczość przestrzenna

Zmniejsza rozmiar pola obrazu

Powiększenie 20x Dostępne opcje wysokiej wartości NA i LWD 
Dobrze spełnia większość potrzeb z zakresu obrazowania

Drobne cechy subkomórkowe mogą 
nie być w pełni uchwycone

Powiększenie 10x Wychwytuje 4-krotnie więcej komórek 
na 1 obraz niż powiększenie 20x

Niska rozdzielczość

Powiększenie 4x, 2x Duże pole obrazu umożliwia obrazowanie większej 
liczby komórek i organizmów modowych

Niska rozdzielczość

Zestawy filtrów 
górnoprzepustowych

Duża przepustowość światła Możliwość wystąpienia efektu „bleed- 
through” (przy multipleksowaniu)

Zestawy filtrów pasmowo- 
przepustowych

Węższy zakres umożliwia multipleksowanie Możliwość przesunięcia pikseli

Zestawy filtrów wielopasmowo- 
przepustowych

Umożliwiają multipleksowanie Mała przepustowość światła Możliwość 
wystąpienia efektu „bleed-through”

Wzmocnienie Zwiększa natężenie sygnału Zwiększa szum tła

Binning pikseli Zwiększa natężenie sygnału Obniża rozdzielczość obrazu

Tryb montażu Wychwytuje ciągłe (lub nieciągłe) pola obrazu 
Zwiększa rozmiar próbki

Wydłuża czas akwizycji obrazu i analizy obrazu

Automatyczne ustawianie 
ostrości oparte o laser

Przyspiesza obrazowanie próbek 
Brak fotowybielania próbki

Stała pozycja kompensacji (ang. offset) 

wymaga optymalizacji dla każdej 
kombinacji płytki/obiektywu

Automatyczne ustawianie 
ostrości oparte o obraz

Oparte o barwnik
Monitoruje próbki przy zmiennych
odległościach względem dna płytki

Zmniejsza przerób płytek 
Powoduje fotowybielanie próbki

Szerokie pole Dobrze działa w przypadku wielu aplikacji 
Umożliwia obrazowanie ciemnych próbek

Obrazy zawierają światło sponad i 
spod płaszczyzny ostrości

Tryb konfokalny Rekonstrukcja 3-D obrazu o wysokiej rozdzielczości 
Ostrzejsze obrazy

Zwiększa czas ekspozycji 
Wymaga jasnych próbek

Tryb konfokalny ze 
zrzuconym stosem Z

Informacja 3-D na obrazie 2-D 
Zwiększa dogłębność analizy

Wydłuża czas obrazowania
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Etap 3 -  analiza obrazu

Po dokonaniu akwizycji obrazów, kolejnym etapem obrazowania 
wieloparametrowego jest analiza obrazu. Na analizę obrazu składa się 
seria kroków z zakresu przetwarzania i segmentacji obrazów, mających 
wydobyć dane ilościowe z obrazów. Przetwarzanie obrazu polega na 
zastosowaniu algorytmów, takich jak kompensacja różnic czułości 
poszczególnych pikseli (ang. fla t field correction), odejmowanie tła i 
korekcja cieni, aby poprawić jakość obrazów dla celów segmentacji cech 
komórkowych będących przedmiotem zainteresowania. Segmentacja 
składa się głównie z zastosowania progów natężenia w celu zdefiniowania 
obszarów komórkowych (zwanych również obszarami zainteresowania, 
ang. regions o f interest — ROI), w których dokonane zostaną pomiary. 
Właściwa segmentacja może być kluczem do wygenerowania 
sensownych danych i musi być zoptymalizowana dla każdej aplikacji 
wieloparametrowej.

Dostępnych jest wiele narzędzi analizy obrazu, które można łączyć i 
wykorzystywać do optymalizacji metody analizy obrazu. Każdy krok 
metody analizy można przetestować na małym zestawie reprezentatywnych 
zdjęć z doświadczenia. Zoptymalizowana metoda musi jednak działać w 
odniesieniu do wszystkich obrazów w doświadczeniu. Może to stanowić 
szczególne wyzwanie, gdy ekspozycja komórek na działanie środka 
drastycznie zmienia wygląd mierzonych komórek lub obiektów (na 
przykład w badaniu na obecność apoptozy). W  niektórych przypadkach 
metoda analizy obrazu może zrekompensować wady wynikających z 
przygotowania materiału biologicznego i akwizycji obrazu. W  innych 
przypadkach wykorzystanie przetwarzania obrazu w celu skorygowania 
drobnych defektów nie jest jednak konieczne, ponieważ niedoskonałości 
mają niewielki wpływ na wyniki testu lub nie mają żadnego wpływu. 
W  tej części pokrótce omówiono kilka częściej stosowanych metod 
analizy obrazu. Dostarcza ona również ram dla dalszych doświadczeń. 
Znakomitym źródłem będącym punkt wyjścia do głębszej dyskusji na 
temat technik przetwarzania obrazu jest pozycja „Het Image Processing 
Handbook” (Podręcznik dotyczący Przetwarzania Obrazu) autorstwa 
Johna C. Russa.6

P r z e t w a r z a n i e  ob ra z u

Pierwszy krok przetwarzania obrazów polega często na usunięciu 
artefaktów z obrazu. Głównymi źródłami artefaktów są czynniki 
biologiczne (w tym autofluorescencja z rozmaitych źródeł, pozostałości 
komórkowe i fluorescencyjne obiekty obce) i szum właściwy dla 
systemu obrazowania (m. in. lamp, filtrów, obiektywów, zwierciadeł lub 
aparatu). Obecność szumów niespecyficznego tła na zdjęciach sprawia, 
że segmentacja i identyfikacja specyficznych sygnałów fluorescencyjnych 
będących przedmiotem zainteresowania jest trudniejsza i niespójna. 
Usunięcie tych artefaktów pozwala na lepszą segmentację i dokładniejsze 
pomiary odpowiedzi biologicznej. Niektóre kroki z zakresu 
przetwarzania obrazu (jak korekcja cieni) zmieniają obrazy i poprawiają 
segmentację. Obrazy te zwykle nie są używane do analizy obrazów, 
ponieważ przetwarzanie modyfikuje natężenia pikseli w sposób, który 
nie byłby stosowny w przypadku większości pomiarów opartych na 
natężeniu. Zdjęcia generowane w oparciu o te typy kroków z zakresu 
przetwarzania można jednak wykorzystywać do generowania obszarów 
zainteresowania ROI  lub dokonania pomiarów morfometrycznych 
struktur komórkowych. Rozległe przetwarzanie obrazu może znacznie 
wydłużyć czas potrzebny do przeprowadzenia analizy obrazu. Poza tym 
w celu zapewnienia maksimum elastyczności na rzecz ponownej analizy 
obrazu w przyszłości, należy zawsze zachowywać pierwotne dane obrazu w 
stanie nieprzetworzonym (systemy BD Pathway robią to automatycznie). 
W  zależności od potrzeby, oprogramowanie systemu daje możliwość 
wygenerowania i zapisania przetworzonych zdjęć. Choć dostępnych jest 
wiele technik przetwarzania obrazu, typowa sekwencja kroków może 
obejmować kombinację dowolnych elementów spośród następujących:

• Kompensacja różnic czułości poszczególnych pikseli (ang. fla t field
correction)

• Odejmowanie tła

• Inne filtry przed zasadniczym przetwarzaniem (ang. preprocessing
filters)

K o m p e n s a c j a  różnic  czu łoś ci  p o s z c z e g ó ln y c h  

piksel i  (ang. f lat  f ie ld correct ion)

Kompensacja różnic czułości pikseli to metoda przetwarzania obrazu 
przeznaczona do korekcji nierównego oświetlenia pola obrazu lub 
cieni wygenerowanych przez system obrazowania. Te artefakty mogą 
wynikać ze źle ustawionej optyki, odcisków palców lub kurzu i mogą być 
spowodowane przez każdy element toru optycznego światła. Kompensacja 
różnic czułości pikseli wiąże się z uchwyceniem referencyjnego obrazu 
toru światła. Obraz referencyjny jest często wykorzystywany do 
skorygowania każdego obrazu uchwyconego przy tym samym lub 
podobnym torze światła. Kompensacja różnic czułości pikseli może 
poprawić jakość obrazu i rozdzielczość danych sprawiając, że pomiary 
natężenia we wszystkich polach obrazu będą dokładniejsze. Wpływ 
kompensacji różnic czułości pikseli jest przedstawiony na Rycinie 12.

O d e j m o w a n i e  tła

Poza szumem pochodzącym z systemu, obrazy mogą zawierać sygnały 
pochodzące z elementów innych niż obiekty będące przedmiotem 
zainteresowania, takich jak autofluorescencja z podłoża hodowlanego, 
buforów, związków chemicznych, odczynników i płytek obrazowych. 
W  doświadczeniach na żywych komórkach, barwniki fluorescencyjne 
często wyciekają i przez jakiś czas są transportowane poza komórkami, 
przyczyniając się do niespecyficznej fluorescencji tła próbki. 
Odejmowanie tła to proces odejmowania tej niespecyficznej fluorescencji 
tła w celu wyeliminowania jej wpływu na segmentację obrazu i pomiar. 
Odejmowanie tła można zastosować wobec doświadczenia na różne 
sposoby. Na przykład stałą wartość piksela można odjąć globalnie od 
każdego piksela na każdym obrazie. Ta stała wartość piksela może być 
wartością zdefiniowaną przez użytkownika lub określoną automatycznie 
w oparciu o natężenia pikseli obrazu. Ewentualnie można uchwycić 
obraz referencyjny tła i odjąć od każdego obrazu. Inne rodzaje metod 
odejmowania tła (takie jak algorytm rolling bali -  „toczącej się kulki”) 
modyfikują każdy obraz doświadczenia w inny sposób. Metoda 
odejmowania tła oparta na algorytmie rolling bali przetwarza każdy 
obraz w oparciu o operacje zdefiniowane wartościami pikseli małego 
obszaru otaczającego obraz. Ten rodzaj odejmowania tła może zmieniać 
piksele w jednej części obrazu inaczej niż w innej części. Przykład 
zastosowania metody odejmowania tła opartej na algorytmie rolling bali 
w celu wyeliminowania artefaktu i poprawienia segmentacji obrazu jest 
przedstawiony na Rycinie 13.

In ne  fi l try p r z e t w a r z a n i a  o b ra z u

Istnieje szeroka gama innych filtrów przetwarzania obrazów, które można 
zastosować w celu poprawienia segmentacji. Przetestowanie różnych 
kombinacji filtrów stanowi istotną część optymalizacji procesu analizy 
obrazu. Oprogramowanie BD AttoVision™ v.l.6 oferuje następujące 
grupy filtrów przetwarzania obrazu:

• Korekcja cieni -  wyrównuje natężenia pikseli obiektów w ramach
obrazów czyniąc je jednakowymi (nawet jeśli w rzeczywistości ich 
intensywność jest różna).

• Lokalne -  grupa filtrów opartych na algorytmie rolling bali, które
generują i odejmują obraz tła w oparciu o przesuwanie koliste 
sąsiadującego jądra (mała macierz operacji przetwarzania), 
w którym każdy piksel jest zmieniany w oparciu o wkład ze 
zdefiniowanej liczby pikseli sąsiadujących.

• Wyostrzające -  koncentrują się na obrazach nieostrych, zwiększając
kontrast sąsiadujących pikseli.

• Wygładzające -  zestaw filtrów, które przetwarzają obrazy zastępując
każdy piksel średnią sąsiadujących pikseli.
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Original Corrected

Rycina 12. Kompensacja różnic czułości pikseli montowanych obrazów. W celu skorygowania obrazów 2 x 2  próbki referencyjnej płaskiego pola (Panele A i B, w 
pseudokolorach uzyskanych przy użyciu stosunkowej skali natężenia) i komórek (Panele C i D) użyto obrazu referencyjnego kompensacji różnic czułości poszczególnych 
pikseli. Pierwotne zdjęcia są przedstawione na Panelach A i C. Skorygowane obrazy są przedstawione na Panelach B i D. Po kompensacji różnic czułości pikseli, natężenia 
sygnałów są rozłożone bardziej równomiernie. Akwizycji obrazów dokonano przy użyciu obiektywu o powiększeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 435.

Original Processed

Rycina 13. Odejmowanie tła oparte na algorytmie rolling bali poprawia segmentację obrazu. Obraz jąder komórek HeLa barwionych odczynnikiem Hoechsta, 
zawierający artefakt (Panel A) został przetworzony przy wykorzystaniu metody odejmowania tła opartej na algorytmie rolling bali (Panel B). Dokonano segmentacji obrazu 
pierwotnego i przetworzonego. Maski segmentacji są przedstawione odpowiednio na Panelach C i D (losowo przydzielone kolory). W obrazie nieprzetworzonym artefakt 
zidentyfikowano jako obszar zainteresowania, podobnie jak otaczające komórki. W obrazie przetworzonym jedynie komórki w polu obrazu zidentyfikowano jako obszary 
zainteresowania . Akwizycji obrazów dokonano przy użyciu obiektywu o powiększeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 855.
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S e g m e n t a c j a

Kolejnym krokiem analizy obrazu po jego przetworzeniu jest 
segmentacja. Segmentacja to proces identyfikowania, oddzielania i 
definiowania obiektów w obrazach, jako odrębnych elementów. Zwykle 
uzyskuje się to poprzez zastosowanie wobec obrazu progu opartego na 
natężeniu. W  przypadku fluorescencyjnych obrazów komórek, natężenie 
progowe to wartość szara obrazu poniżej której dane obrazu są uznawane 
za tło i powyżej której dane są uznawane za obiekt lub część obiektów 
zainteresowania. Po ustawieniu progu, obiekty zawierające natężenia 
pikseli powyżej progu są identyfikowane i definiowane poprzez granice 
segmentacji lub obszary zainteresowania. W  systemach BD Pathway™, 
progową wartość natężenia można określać ręcznie lub automatycznie. 
Próg określany ręcznie to pojedyncza wartość natężenia definiowana 
przez użytkownika, która jest stosowana wobec całego doświadczenia. 
Automatyczny próg jest dostosowany w oparciu o zawartość danego 
obrazu i zwykle jest różny dla różnych obrazów doświadczenia. Ustalanie 
wartości progu należy właściwie zastosować wobec wszystkich obrazów 
doświadczenia. Z tego względu w przypadku większości aplikacji 
obrazowania wieloparametrowego generalnie zaleca się automatyczne 
ustawianie progu, ponieważ złożone dozowanie może wywierać 
uzależniony od dawki wpływ na natężenie tła obrazu.

W  oprogramowaniu BD AttoVision™, próg jest określany 
automatycznie przy użyciu wielopoziomowej analizy histogramu 
intensywności (natężenia) sygnału. Analizę histogramu można 
przeprowadzić wykorzystując maksymalnie pięć poziomów natężeń. 
Poziomy natężenia są definiowane przez obszary obrazu (piksele) o 
podobnym natężeniu. Automatyczne ustalanie progu przy użyciu 
jednego poziomu (najwyższe natężenie) definiuje granicę wokół 
najjaśniejszych obiektów obrazu (np. jądra). Każde zwiększenie 
liczby poziomów daje coraz niższą wartość natężenia progowego. 
Na przykład użycie dwóch lub większej liczby poziomów definiuje 
granice wokół coraz ciemniejszych obiektów (cytoplazmy i błony 
plazmatycznej). Liczba automatycznych poziomów progów powinna 
korelować z liczbą progów natężenia obserwowanych na obrazie 
i liczbą obszarów subkomórkowych, koniecznych dla właściwej 
analizy aplikacji. Przykład automatycznego wielopoziomowego 
ustalania progu dla obrazu komórki przedstawia Rycina 14.

Ponieważ ekspozycja na substancję badaną może drastycznie zmieniać 
morfologię komórek, jest bardzo prawdopodobne, że optymalna metoda 
segmentacji komórek kontrolnych i poddanych ekspozycji może się

różnić pomiędzy testami. Pod pewnymi warunkami segmentacja przy 
użyciu wielopoziomowego, automatycznego ustalania progu może 
zrekompensować te zmiany morfologiczne. Zostało to zademonstrowane 
za pomocą tesru na obecność apoptozy (Rycina 15). W  tym przykładzie 
jądra nie poddawanych ekspozycji komórek kontrolnych mają plamkę 
o względnie równomiernym, dużym natężeniu i kontraście względem 
ciemnego tła, a jądra komórek poddanych ekspozycji na lek były 
podzielone tworząc małe regiony o wysokim natężeniu, otoczone 
ciemniejszymi regionami jądra. Po użyciu jednopoziomowego, 
automatycznego ustalania progu, uzyskano właściwą segmentację jąder 
komórek kontrolnych, ale w komórkach poddanych ekspozycji na 
suraminę wiele fragmentów jąder zidentyfikowano jako pojedyncze 
obszary zainteresowania, których liczba przekraczała liczbę komórek. 
Automatyczne ustalanie progów z wykorzystaniem dwóch poziomów 
okazało się korzystne zarówno w przypadku komórek kontrolnych, jak i 
poddanych działaniu czynnika (leku). W  komórkach kontrolnych wysoki 
kontrast pomiędzy jądrem a tłem nadal umożliwiał właściwą segmentację. 
W  komórkach traktowanych suraminą, poziom natężenia powyżej tła był 
obecny pomiędzy jasnymi fragmentami jąder, co umożliwiło stworzenie 
jednego obszaru zainteresowania dla jądra w ramach każdego lokalnego 
obszaru podzielonego. Pozwoliło to właściwie wyznaczyć liczbę jąder i 
uzyskać właściwą liczbę komórek.

Merody segmentacji są wybierane i stosowane w oparciu o 
generowane przez nie wyjściowe obszary zainteresowania. W  Tabeli 
7  wymienione są metody segmentacji dostępne w oprogramowaniu 
BD AttoVision v. 1.6. W  większości przypadków, choć nie we 
wszystkich, punktem wyjścia do segmentacji jest jądro z powodu 
lepszej zdolności oddzielania sąsiadujących ze sobą jąder, niż 
cytoplazm sąsiadujących ze sobą komórek. Wielobok (Polygon) 
stosuje się na ogół, gdy pożądane są pomiary w ramach jednego 
regionu (na przykład jądra lub całej komórki). Pierścień (Ring) 
tworzy obszar zainteresowania w kształcie pierścienia (o szerokości 
pikseli zdefiniowanej przez użytkownika) wokół centralnego 
obszaru komórki (zwykle jądra). Zarówno Wielobok, jak i Pierścień 
realizują ustalanie progu dla obrazu w oparciu o jeden kanał 
barwy fluorescencyjnej. Kształt pierścienia Ring można również 
zastosować przy dwóch wyjściowych obszarach zainteresowania, 
aby jednocześnie dokonać pomiaru w obszarze centralnym (jądrze) 
pierścienia, oraz w obszarze poza pierścieniem (obszar okołojądrowy 
lub cytoplazma).

Image 1 Level 2 Levels 3 Levels

Rycina 14. Wielopoziomowe automatyczne ustalanie progu. Przycięty obraz w pseudokolorach komórek znakowanych fluorescencyjnie jest przedstawiony bez 
segmentacji i z granicami segmentacji uzyskanymi w oparciu o 1 Poziom, 2 Poziomy i 3 Poziomy (na górze) automatycznego ustalania progu. Ilustracja poziomów 
natężenia w ramach jednej komórki jest przedstawione na dole.
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Automatic Thresholding

Imaae 1 Level 2 Levels
Rycina 15. Dostosowanie poziomu 
automatycznego ustalania progu poprawiło jakość 
segmentacji. Komórki HeLa kontrolne (Panele A, B i
C) lub poddane działaniu 1 pM staurosporyny przez 
4 godz. (Panele D, E i F). Obrazy (Panele A i D) 
poddano segmentacji przy użyciu automatycznego 
ustalania progu z jednym poziomem (Panele B i E) 
lub dwoma poziomami (Panele C i F). Należy zwrócić 
uwagę na drastyczną zmianę natężenia i morfologii 
jądra w komórkach potraktowanych staurosporyną 
w porównaniu z komórkami kontrolnymi. Liczby 
obszarów zainteresowania wykazują na wpływ metod 
segmentacji na liczbę komórek. Akwizycji obrazów 
(przycięte) dokonano przy użyciu obiektywu o 
powiększeniu 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 
855.

Segmentacja dwukanałowa (Dual Channet) realizuje ustalanie progu przy 
użyciu obrazów jednego lub dwóch kanałów barwy fluorescencyjnej. 
Pierwszy kanał (Kanał A) stosuje się zwykle w celu zidentyfikowania 
jądra, zas' drugi kanał (Kanał B) jest stosowany do wyznaczenia progu dla 
barwnika lub sondy znakującej w specjalny sposób element komórki poza 
jądrem (np. cytoplazmę czy błonę komórkową). Poza tym, opcji Dual 
Channel można użyć do wyznaczenia segmentów na jednym obrazie, 
gdzie zarówno jądro, jak i cytoplazma są znakowane jednym barwnikiem, 
ale o różnych poziomach natężenia. Segmentację Dual Channel można 
zastosować w celu dokonania pomiaru natężenia w całej komórce (także 
w jądrze) lub w cytoplazmie (z wyłączeniem sygnału w jądrze). Podobnie 
jak w przypadku opcji Ring, opcji Dual Channel (2 Obszary Danych 
) można użyć w celu dokonania jednoczesnych pomiarów w dwóch 
regionach subkomórkowych.

Tabela 7. Opis metod segmentacji i wykaz testów odpowiednich, aby je zasto­
sować.

Nowe funkcje segmentacji w oparciu o pasmo (band) w 
oprogramowaniu BD AttoVision™ v. 1.6 poszerzyły przydatność 
każdej z podstawowych metod segmentacji poprzez dodanie 
zdolności ograniczania, rozszerzania i dzielenia poszczególnych 
obszarów zainteresowania na region wewnętrzny i zewnętrzny. Dla 
każdego kanału (Kanał A i B), można dokonywać jednoczesnego lub 
niezależnego pomiaru dwóch obszarów. Obszar zewnętrzny definiuje 
się przez rozszerzenie, a obszar wewnętrzny przez ograniczenie. 
Jako przykład wykorzystano aplikację translokacji NF-kB do jądra 
(.Rycina 16). Pomiarów natężenia dokonano zarówno w jądrze jak i 
okołojądrowym pierścieniu cytoplazmatycznym w oparciu o obszary 
zainteresowania zdefiniowane przy użyciu opcji Ring (2 Obszary 
Danych) i Ring (2 Obszary Danych)/Band. Obliczono stosunek 
natężenia w pierścieniu jądro/cytoplazma i wykorzystano do oceny 
translokacji białek z cytoplazmy do jądra w odpowiedzi na ekspozycję 
na TN F- a . Z uwagi na fakt, że natężenie cytoplazmy może być 
zmienne, gdyż w miarę zbliżania się do skraju komórki cytoplazma 
rozrzedza się, w celu zdefiniowania obszarów zainteresowania w 
cytoplazmie na ogół wykorzystuje się pierścienie okołojądrowe. Jasne 
sygnały fluorescencyjne mogą jednak tworzyć poświatę przenikającą 
z jednego regionu (jądro) na inny (cytoplazma), toteż korzystne 
może okazać się usunięcie z pomiarów obiektu pikseli przylegających 
bezpośrednio do granicy jądra. W  celu dostrojenia rozmieszczenia 
wyznaczonych segmentami obszarów zainteresowania, można użyć 
segmentacji pasmowej typu band. Rycina  / ń  przedstawia porównanie 
danych wygenerowanych przy użyciu metody segmentacji typu Ring 
(2 Obszary Danych) i Ring (2 Obszary Danych)IBand. Choć wartości 
EC50 obliczone dla dwóch metod segmentacji były jednakowe (danych 
nie pokazano), segmentacja pasmowa Band konsekwentnie poprawia 
tzw. okno testu aplikacji.

Na segmentację wpływać mogą również artefakty fluorescencyjne 
lub pozostałości komórkowe widniejące na obrazach jako obiekty. 
Te artefakty są często większe lub mniejsze od faktycznych obiektów 
zainteresowania. Często korzystne jest wyeliminowanie lub „wycięcie” 
(ang. scrapping) tych obiektów zanieczyszczających z procesu segmentacji 
w oparciu o ich rozmiar. Minimalny rozmiar wycinka stosuje się w 
celu wyeliminowania małych resztek fluorescencyjnych lub obiektów 
będących efektem szumów systemu obrazowania, natomiast maksymalny

Metoda
segmentacji

Opis Reprezentatywne testy

Wielobok
(Polygon)

Pojedynczy region, 
Komórka lub jądro

Cykl komórkowy

Pierścień (Ring) Region okołojądrowy 
definiowany przez 
rozszerzenie z jądra

Translokacja do jądra

Dwukanałowa
(Dual Channel)

Cała komórka 
lub cytoplazma

Rozrost neurytów

Pasma (Bands) Obszary 
subkomórkowe 
definiowane przez 
rozszerzanie/ 
ograniczenie

Redystrybucja białka 
do jądra, cytoplazmy 
lub błony
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rozmiar wycinka stosuje się w celu wyeliminowania dużych obiektów 
i grup komórek. Rycina 17  przedstawia przykład tego, w jaki sposób 
wycięcie elementów może poprawić segmentację poprzez usunięcie 
dużych i małych artefaktów. Należy zwrócić uwagę na różnicę w wyniku 
końcowym uzyskanym z zastosowaniem metody wycinków (Rycina 17) 
w porównaniu z odejmowaniem tła w oparciu o algorytm rolling bali 
(.Rycina 13) w celu usunięcia dużego artefaktu. W  metodzie wycinków,

komórki przydzielone do segmentu jako część artefaktu i komórki 
przysłonięte przez artefakt, zostały usunięte z maski segmentacji, 
pozostawiając puste miejsce. Zastosowanie metody odejmowania tła 
w oparciu o algorytm rolling bali spowodowało usunięcie artefaktów 
obrazu przed segmentacją (pod warunkiem, że były one ciemniejsze niż 
obiekty zainteresowania), umożliwiając właściwą segmentację wszystkich 
komórek.

Rycina 16. Porównanie metod segmentacji dwóch obszarów danych w oparciu o pierścień ring  i pasmo band  Przygotowano dwie identyczne płytki testowe NF-kB i 
poddano obrazowaniu. Wyniki segmentacji zostały nałożone na siebie na przyciętym i powiększonym obrazie pojedynczej komórki bez ekspozycji na stymulant, akwizycji 
dokonano przy użyciu obiektywu o powiększeniu 40x (0,9 NA). Panele A i B przedstawiają wyjściowe obszary zainteresowania dla segmentacji pierścieniowej ring, a 
Panele C i D przedstawiają wyjściowe obszary zainteresowania dla segmentacji pasmowej band  z ograniczeniem do jądra (Panel C) i rozszerzeniem na cytoplazmę (Panel 
D). Panele A i C przedstawiają obszary zainteresowania w obrębie jądra, a Panele B i D obszary zainteresowania w obrębie cytoplazmy. Panel E przedstawia krzywe 
odpowiedzi na dawkę, porównujące segmentację pierścieniową ring (niebieskie i zielone krzywe) z segmentacją band  ustawioną w taki sposób, aby usunąć po dwa piksele 
z każdej strony granicy jądra (krzywa czerwona i czarna). N = 6 dołków ± SD dla każdej płytki. Akwizycji zdjęć dokonano przy użyciu obiektywu o powiększeniu 20x (0,75 
NA) systemu BD Pathway™ 855.

Segmentation Image Segmentation Mask
Rycina 17. Efekt zastosowania metody 
wycinków (scrapping) na segmentację 
obrazu. Jądra barwione odczynnikiem 
Hoechsta zobrazowano i podzielono na 
segmenty z zastosowaniem metody określenia 
minimalnej i maksymalnej wielkości wycinka 
(odpowiednio 300 i 2000) i bez wycinania. 
Panele A i B przedstawiają odpowiednio 
podzielony na segmenty obraz z numerami 
obszarów zainteresowania i maskę segmentacji 
bez zastosowania wycinania. Panele C i 
D przedstawiają odpowiednio podzielony 
na segmenty obraz z numerami obszarów 
zainteresowania i maskę segmentacji przy 
zastosowaniu metody wycinania. Czerwona 
strzałka wskazuje obszary zainteresowania 
usunięte metodą wycinania w oparciu o 
rozmiar; obiekty te nie mają już skojarzonych z 
nimi numerów. Akwizycji zdjęć dokonano przy 
użyciu obiektywu o powiększeniu 20x (0,75 NA) 
systemu BD Pathway™ 855.
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C e c h y  p o m i a r o w e

Po dokonaniu odpowiedniej segmentacji obrazów, można zmierzyć 
bardzo wiele cech. Większość cech można sklasyfikować jako 
oparte na natężeniu i oparte na właściwościach morfometrycznych. 
Niektóre cechy, np. średnie natężenie i obszar, są cechami ogólnymi, 
wykorzystywanymi w większości aplikacji. Inne cechy są unikalne dla 
konkretnych aplikacji. Na przykład średnia długość neurytu, liczba 
korzeni i punkty węzłów to cechy specyficzne w aplikacji Rozrostu 
Neurytów. Do oprogramowania BD AttoVision™ v.l.6 dodano wiele 
nowych funkcji pomiarowych, w tym pomiary morfometryczne, 
zaawansowane pomiary oparte na natężeniu i mierzenie obiektów w 
ramach obiektów. Pomiar wielu cech umożliwia bardziej szczegółowe 
(high content) badanie systemu biologicznego.

Etap 4 -  Analiza i wizualizacja danych

Interpretacja wyników z aplikacji obrazowania wieloparametrowego 
wymaga właściwej prezentacji i wizualizacji danych obrazu. 
Oprogramowanie BD Pathway™ oferuje wiele opcji wyświetlania 
danych. Dane obrazu można wyświetlić w formie graficznej w postaci 
map termicznych, wykresów liniowych, wykresów słupkowych, 
wykresów rozproszonych czy krzywych odpowiedzi na dawkę. Poza 
tym, w celu szybkiego zinterpretowania danych w obrębie płytki lub 
zestawu płytek, istnieje możliwość wyświetlenia m iniatur obrazów 
dla całej płytki i przeglądania wartości pomiarów cech w formie map 
termicznych nałożonych na mapę wielodołkową lub mapę ekspozycji 
na lek.

K la s yf ik ac ja  da nyc h

Dane obrazu można również sklasyfikować w grupy w oparciu o 
wartości progowe zdefiniowane przez użytkownika, które są specyficzne 
dla danej cechy mierzonej. Umożliwia to szybkie identyfikowanie i 
lokalizowanie odpowiedzi pozytywnych z serii płytek, jak w kampanii 
skriningowej leku. Klasyfikacji danych można również dokonać „z 
marszu”, aby umożliwić natychmiastową wizualizację wyników. Dane 
dotyczące obszarów zainteresowania i dołków mogą być oznaczone 
kodem barwnym w zależności od poziomów odpowiedzi. Rycina 
18 przedstawia sklasyfikowane dane dot. doświadczenia skriningu 
przeciwciał certyfikowanych do obrazowania biologicznego -  BD™ 
Bioimaging Certified (omówionego w rozdziale Przygotowanie Materiału 
Biologicznego).

W y k r e s y  r o z p r o s z o n e ,  o g r a n i c z e n i a  

p a r a m e t r ó w  i odsetk i  o d p o w i a d a j ą c y c h

Wiele odpowiedzi biologicznych ma charakter heterogenny i tylko 
subpopulacja komórek może odpowiedzieć na podanie substancji 
badanej w pewnym punkcie czasu. Jednym ze sposobów przeanalizowania 
heterogennej odpowiedzi biologicznej jest sporządzenie wykresu 
odsetka komórek w populacji, które wykazują daną odpowiedź. Można 
to zrealizować ustalając wartość progową dla danej cechy i klasyfikując 
komórki jako odpowiadające i nieodpowiadające w odniesieniu do 
progu. W  celu określenia odpowiedniego progu, wartości dwóch 
cech można umieścić obok siebie na wykresie rozproszonym. Na 
Rycinie 19 przedstawiono przykład, w którym wartości z obszarów

Rycina 18. Klasyfikacja danych ze skriningu przeciwciał. Komórki HeLa zostały utrwalone i poddane barwieniu 47 różnymi swoistymi przeciwciałami, przy zastosowaniu 
odpowiednich kontroli, w zduplikowanych dołkach płytki 96-dołkowej. Przy użyciu oprogramowania BD AttoVision, poszczególne komórki i dołki zostały zliczone w oparciu 
o natężenie barwienia przeciwciałami i sklasyfikowane w sześć grup. Klasyfikacje mieściły się w zakresie od dużego natężenia barwienia (czerwony) po brak barwienia 
(ciemnoniebieskie). Miniatury obrazów z reprezentatywnej płytki 96-dołkowej pochodzącej z doświadczenia przedstawione są w Panelu A, a klasyfikację opartą na dołkach 
oznaczonych kodem barwnym przedstawia Panel B. Na Panelu C widnieje reprezentatywne pole obrazu z dołka, sklasyfikowane na poziomie Średni (żółty). Panel 
D przedstawia klasyfikację poszczególnych komórek (należy zwrócić uwagę na kody barwne) opartą na średnim natężeniu barwienia cytoplazmy. Akwizycji obrazów 
dokonano przy użyciu obiektywu z powiększeniem 20x (0,75 NA) systemu BD Pathway™ 855.
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Rycina 19. Wykresy rozproszone i ograniczenia wartości cech stosowane do obliczenia odsetka odpowiadających. Komórki HT-1080 poddano ekspozycji na 
rozcieńczenia nadtlenku wodoru (w kontroli nie podawano tego czynnika) przez 10 minut. Komórki zostały utrwalone i przeprowadzono barwienie jądra (odczynnik 
Hoechsta) i ognisk w jądrach (przeciwciało anti-y-H2AX). Ogniska w jądrach podzielono na segmenty i zliczono w poszczególnych jądrach za pomocą automatycznej 
metody analizy obrazu (R yc ina  11). Panel A przedstawia wykres rozproszony przeciętnej liczby ognisk na jedno jądro względem natężenia barwnika Hoechsta w przypadku 
komórek traktowanych (250 pM nadtlenku wodoru, czarne znaki) i komórek kontrolnych (czerwone znaki), N = 6 dołków. W przypadku większość komórek kontrolnych 
odnotowano przeciętnie mniej niż 20 ognisk. Panel B przedstawia krzywe odpowiedzi na dawkę z odsetkiem odpowiadających przy każdej dawce nadtlenku wodoru, przy 
czym średnia liczba zmian w jądrze została ograniczona do różnych poziomów: >20 (czarna krzywa), >25 (czerwona krzywa) i >30 (niebieska krzywa) ognisk na jądro. N 
= 6 dołków ± SD. Akwizycji obrazów dokonano przy użyciu obiektywu z powiększeniem 40x (0,9 NA) systemu BD Pathway™ 855.

zainteresowania, pochodzące z wielu dołków kontrolnych i poddanych 
ekspozycji na lek, zostały umieszczone na tym samym wykresie. 
Pozwoliło to na łatwiejsze ustalenie progowego poziomu odpowiedzi, 
który najlepiej oddzielał dwie kategorie. Wartości progowej użyto 
następnie do nałożenia ograniczenia na dane z doświadczenia, tak, aby 
można było przedstawić na wykresie odsetek komórek powyżej progu 
(odsetek odpowiadających).

W s p ó ł c z y n n i k  Z ’ i s t o s u n e k  sy gn a łu  do sz u m u

Oprogramowanie BD Pathway™ automatycznie oblicza współczynnik 
Z ’ i stosunek sygnału do szumu (ang. signal-to-noise ratio — SN) dla 
każdej mierzonej cechy. Umożliwia to ocenę rang skuteczności cech jako 
narzędzi pomiarowych. Współczynnik Z ’ jest powszechnie stosowaną 
miarą oceny zdolności testu do skriningu lub jego stabilności. W  
przypadku obliczania współczynnika dla dawki niższej od maksymalnej, 
jest on nazywany współczynnikiem Z, a nie współczynnikiem Z’.4 W  
celu obliczenia współczynnika Z ’ zwykle przygotowuje się płytkę w 
konfiguracji min/maks z połową płytki wystawioną na działanie leku w 
stężeniu wystarczającym do wygenerowania maksymalnej odpowiedzi 
do wykorzystania jako kontroli pozytywnych i drugą połową poddaną 
pozornemu leczeniu do wykorzystania jako kontroli negatywnych. 
Terminy statystyczne użyte do obliczenia współczynnika Z’ i stosunku SN 
obejmują średnią (p) i odchylenie standardowe (o) kontroli pozytywnych 
(p) i negatywnych (n) (odpowiednio pp, op, pn, on). Równanie dla 
współczynnika Z’ jest następujące:

Z.factor= i . i x ( ł ± a >
IHp-Hnl

Współczynnik Z’ dla testu jest bliski 1,0, gdy tzw. okno testu jest bardzo 
duże, a odchylenia standardowe bardzo małe. Testy ze współczynnikami 
Z ’ >0,5 są uznawane za odpowiednie dla bibliotek leków poddawanych 
skriningowych, ale mogą istnieć pewne różnice w zależności od testu. Jeśli 
wartości współczynników Z’ spadają poniżej zera, punkty danych z dołków 
stanowiących kontrolę pozytywną i negatywną pokrywają się. Stosunek SN 
definiuje się w następujący sposób:

Parametry o dużych wartościach sygnału do szumu wykazują większe 
oddzielenie populacji kontrolnych i traktowanych badaną substancją. 
Rycina 20  przedstawia przykład płytki w konfiguracji min/maks 
przygotowanej przy użyciu aplikacji translokacji NF-kB do jądra.

W a r to ś c i  E C 50 i I C 50

Miernikami stosowanymi najczęściej do oceny siły działania leku są 
stężenia leku (substancji badanej) powodujące 50% zahamowanie 
określonego procesu, EC50 w przypadku agonistów i IC.() w przypadku 
antagonistów. Terminy te odnoszą się do stężenia leku, który 
wywołuje odpowiedź w punkcie środkowym pomiędzy wyjściowym 
i maksymalnym poziomem odpowiedzi. Wartości EC,0 i IC_o należy 
obliczać w oparciu o uważnie przygotowane krzywe odpowiedzi na lek. 
W  celu wygenerowania najlepszych wyników, krzywe muszą zawierać 
punkty danych, które dokładnie odzwierciedlają zakres odpowiedzi. 
Poza tym musi istnieć odpowiednia liczba powtórzeń dołków w celu 
zminimalizowania „wrodzonej” zmienności biologicznej. Dane dot. 
odpowiedzi na lek są dopasowywane do krzywej sigmoidalnej za pomocą 
4-parametrowego modelu logistycznego (model Hill-Slope). Krzywe 
wykorzystuje się następnie do określenia wartości EC50 i ICW. Równanie 
definiuje się jako:

(Top - Bottom)
Y = Bottom + ——  U.. .. .-----

(1 + (X/EC50)(Hill slope))

gdzie Y to wartość zaobserwowana, Bottom to najniższa wartość 
zaobserwowana, Top to najwyższa wartość zaobserwowana, a nachylenie 
H ill slope daje największą wartość bezwzględną nachylenia krzywej. 
W  przypadku testów dla antagonistów, komórki są najpierw poddane 
działaniu antagonistów w pełnych stężeniach, a następnie agonistów w 
dawce poniżej maksymalnej, zdolnej wywołać poziom odpowiedzi 70% 
lub 80% (ECyo lub ECg0).

Przy użyciu oprogramowania BD Pathway, krzywe ECS() i ICS() można 
obliczać automatycznie. Przykład struktury płytki dla celów obliczenia 
wartości ECS|. i IC przedstawia Rycina 21. Wygenerowano dwie krzywe 
odpowiedzi na dawkę, jedną dlaTN F-a, a drugą dla MG-132, inhibitora 
odpowiedzi na NF-kB. W  przypadku testu hamowania, komórki były 
wstępnie traktowane różnymi stężeniami inhibitora przez 30 minut, po 
czym następowała ekspozycja na agonistę przy ECg0.
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Rycina 20. Prezentacja graficzna testu translokacji NF-kB do jądra. Przygotowano płytkę w konfiguracji min/maks. Górną część płytki (N = 48) potraktowano 
jako kontrolę, a dolną połowę płytki (N = 48) poddano działaniu 50 ng/ml TNF-a przez 30 min. Komórki przygotowano i poddano barwieniu za pomocą przeciwciała 
wykrywającego białko p65 NF-kB . Cechę mierzoną, zdefiniowaną jako stosunek przeciętnego natężenia fluorescencji jądra do przeciętnego natężenia fluorescencji 
cytoplazmy dla każdego dołka, przedstawiono graficznie w postaci mapy termicznej (Panel A, kolor ciemny = niska wartość stosunku, kolor jasny = wysoka wartość 
stosunku). W celu przedstawienia na wykresie wartości stosunków ± SEM dla każdej studzienki, zastosowano wykres liniowy (Panel B). Współczynnik Z’ i stosunek sygnału 
do szumu (SN) obliczone dla tej mierzonej cechy przez oprogramowanie BD Pathway™ wyniosły odpowiednio 0,78 i 31,23.

Rycina 21. Krzywe odpowiedzi na dawkę w teście translokacji NF-kB do jądra. Zarówno w testach dla agonisty (TNF-a), jak i antagonisty (MG-132), użyto komórek HeLa. 
Test dla antagonisty zrealizowano przy poziomie EC80 dla TNF-a (3 ng/mL). Komórki przygotowano i poddano barwieniu za pomocą przeciwciała przeciw NF-kB. W celu 
oznakowania każdego dołka odpowiednim stężeniem substancji dozowanej (czerwony tekst na Panelu B), oprogramowanie wykorzystało mapę płytki poddanej działaniu 
leku (Panel A). Stosunek średniego natężenia fluorescencji jądra do średniego natężenia fluorescencji cytoplazmy dla każdej studzienki jest przedstawiony w postaci mapy 
termicznej (Panel B, kolor ciemny = niska wartość stosunku, kolor jasny = wysoka wartość stosunku). Do obliczenia EC50 dla TNF-a (Panel C) i IC50 dla MG-132 (Panel
D) wykorzystano oprogramowanie BD Pathway.
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Podsumowanie

Wdrożenie stabilnej aplikacji akwizycji i wieloparametrowej analizy 
obrazu to złożony i czasochłonny proces. Istnieje wiele czynników, które 
mogą w sposób decydujący wpływać na wyniki. Proces komplikuje się 
jeszcze bardziej, ponieważ każda aplikacja jest unikalna i wiąże się z 
nowym zestawem istotnych czynników. Czynniki wywierające największy 
wpływ należy optymalizować. Ta nota aplikacyjna służy jako przewodnik 
w identyfikowaniu kluczowych czynników, które mogą mieć największy 
wpływ na skuteczne wdrożenie obrazowania wieloparametrowego.

Aby uczynić cały proces łatwiejszym do zarządzania, podzieliliśmy go 
na cztery etapy: przygotowanie materiału biologicznego, akwizycja 
obrazu, analiza obrazu i analiza danych. W  ramach każdego etapu 
zidentyfikowaliśmy kilka kluczowych czynników, które w decydujący 
sposób wpływają na wyniki testu. Wykorzystując specjalne przykłady 
pochodzące z aplikacji obrazowania wieloparametrowego oraz innych 
materiałów źródłowych, przedstawiliśmy i omówiliśmy wiele parametrów 
wpływających na te czynniki i przedstawiliśmy wskazówki mające 
pomóc w ich optymalizacji. Dogłębne zrozumienie procesu akwizycji 
i wieloparametrowej analizy obrazu zapewni podstawy dla rozwoju i 
optymalizacji nowych i istniejących aplikacji.

Naszym celem jest sprawić, aby sterowanie procesem akwizycji i 
wieloparametrowej analizy obrazu było łatwiejsze dzięki specyficznym 
produktom i publikacjom poświęconym tej ekscytującej i ambitnej 
technologii (patrz Produkty BD do Obrazowania Wieloparametrowego).
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BDProdukty BD do Akwizycji i 
Wieloparametrowej Analizy Obrazu

BD Biosciences oferuje kompletne rozwiązanie do akwizycji 
i wieloparametrowej analizy obrazu (ang. high-content imaging). Poniżej 
znajduje się stale rozszerzany wykaz usług i produktów stworzonych, aby 
pomóc we wdrożeniu tej ekscytującej technologii.

M a t e r i a ł  B io l ogi czn y

• Płytki Obrazowe BD Falcon™

° Przetestowane pod kątem płaskości 

° Pokrywa ograniczająca parowanie 

° Pierścienie kondensacyjne

• Macierze Zewnątrzkomórkowe (BD Biocoat™)

° Kolagen

° Poli-D-lizyna 

° BD Matrigel™

° Inne

• Odczynniki i Zestawy BD™ Certyfikowane do Obrazowania 
Biologicznego

° Przeciwciała nieznakowane

° Przeciwciała koniugowane bezpośrednio znakowane 
fluorescencyjnie

° Zestaw do Cyklu Komórkowego

° Zestaw Testowy In-vitro do Komórek Mikronukleusa

° Fluorescencyjne białkowe biomarkery organelli komórkowych

• Automatyczny Licznik Komórek BD AccuCell™

° Technologa oparta na obrazie

° Liczby komórek zdolnych do życia/ niezdolnych do życia 

° Jednorazowa komora zliczania komórek

A k w iz y c ja  O b r a z u

• Analizatory Komórkowe BD Pathway™ 435 i 855 do akwizycji i 
wieloparametrowej analizy obrazu

° Zaawansowane automatyczne ustawianie ostrości oparte o laser 

° Konfokalna z wirującym dyskiem w czasie rzeczywistym 

° Wysoce precyzyjne obiektywy obsługujące wymiary X, Y i Z

° Źródło światła -  pełne spektrum

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

° Opcje pracy z cieczami (tylko BD Pathway 855)

A n a l i z a  O b r a z u

• BD AttoVision™ 1.6

° Przetwarzanie Obrazu

■  Kompensacja różnic czułości poszczególnych pikseli

■  Odejmowanie tła

■  Korekcja cieni

■  Inne filtry 

° Segmentacja

■  Ręczne i automatyczne ustawianie progu

■  Wielobok {Połygon)

■  Pierścień {Ring)

■  Dwukanałowa {Dual Channet)

■  Pasma {Bands)

A n a l i z a  D a n y c h  i W i z u a l i z a c j a

• Oprogramowanie BD Pathway 

° Klasyfikacja danych

° Wykresy słupkowe 

° Wykresy rozproszone 

° Krzywe odpowiedzi na dawkę 

° Mapy termiczne

° Analiza danych komórka po komórce, dołek po dołku 

° Analiza subpopulacji 

° Trójwymiarowy rendering

W s p a r c i e  T e c h n ic z n e  i S z k o l e n i a

• Nory aplikacyjne

• Wsparcie klienta

• Naukowcy ds. aplikacji technicznych

• Ośrodek edukacyjny

• Indywidualne usługi softwarowe BD Pathway

• Opcje gwarancji i przedłużonej umowy serwisowej

© B D

B D  B io s c ie n c e s

ul. Królowej M arysieńki 90 

02-954 W arszawa 

tel.: + 4 8  22 651 62 52 

faks: + 48 22 651 75 89 

w w w .b d b io s c ie n c e s .c o m
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TurboFect™ siRNA Transfection Reagent
Highly effic ient silencing at low siRNA concentrations

Efficient siRNA transfection
y /  All the advantages at a glance

Highly efficient siRNA transfection.

Low siRNA concentrations fo r gene silencing. 

Transfection of a wide variety of cell types. 

Compatible with serum and antibiotics.

Applications
•  siRNA transfection.

•  siRNA-DNA co-transfection .

Red -  Cy3-labeled siRNA 
Blue -  DAPI stained nuclei 
Green -  endosomes labeled with ani-Transferrin 

receptor antibodies

Efficient gene silencing using GFP specific siRNA

Inhibition of GFP expression in cells transfected w ith  GFP-targeting siRNA. 
siRNA concentrations recommended by each m anufacturer were used.

I Product Cat.# i— -mm
TurboFect™ siRNA Transfection Reagent R1401 0.5  ml

TurboFect™ Protein Transfection Reagent
Highly efficient delivery of functionally active proteins

y /  All the advantages at a glance

• High transfection efficiency of a wide variety o f cell types.

• Delivers functionally active proteins.

• Delivers more protein molecules per cell than other reagents.

Application ______________________________________

•  Delivery of proteins, antibodies and peptides.

High transfection efficiency

Transfected goat IgG is localized in HeLa cell

ę - f

Ęjm
* w r

.3

Green -  Alexa Fluor 488-labe led goat IgG 

Blue -  DAPI stained nucleus 
Red -  endosomes labeled with PE conjugated 

mouse anti-Transferrin receptor antibodies

Product Size

TurboFect™ Protein Transfection Reagent
(supplied w ith  Enhancer Solution and contro l protein)

K1411 125 pi

Comparison o f Fermentas reagent with transfection reagents from  other vendors. HeLa cells 
were transfected w ith  Alexa Fluor 488-labe led goat IgG.
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Fermentas
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Calbiochem®

Cechy:

•  Wodne medium do zamykania preparatów 

mikroskopowych.

•  Zabezpiecza skrawki tkanek lub komórki 

wybarwione fluorescencyjnie.

•  Preparaty przechowywane w 4°C

w ciemności są zabezpieczone przed 

wygaszaniem sygnału fluorescencji przez 

kilka miesięcy.

•  Używany z następującymi znacznikami 

fluorescencyjnymi: fluoresceina, rodamina 

lub fikobiloproteiny.

•  Nie zawiera glicerolu.

•  Łatwy w użyciu.

www.merck-chemicals.pl

That's what's  in i t  fo r you.

Merck Chemicals

.'Szukasz lepszego sposobu 

na zabezpieczenie preparatów

wybarwionych fluorescencyjnie?

Tak! Wybierz odczynnik

FluorSave™, który zapewni 

najlepsze wyniki.

.MERCK
I
Ihttp://rcin.org.pl

http://www.merck-chemicals.pl
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