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Z gtebokim zalem zawiadamiamy,
ze w dniu 2 pazdziernika 2001 roku zmart w Lublinie

Profesor dr hab. n. med. Tomasz BorkowsKi
wybitny uczony, lekarz i biochemik,

wychowawca wielu pokolen lekarzy medycyny, cate zycie zwigzany
z ziemig lubelska, wieloletni Kierownik Katedry i Zaktadu Chemii
Fizjologicznej oraz Prorektor do spraw studenckich Akademii
Medycznej w Lublinie, czionek wielu Towarzystw Naukowych.
Szczeglblnie zastuzony dziatacz i Cztonek Honorowy Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego.

Aktywny do konca swego zycia, stuzyt swym doswiadczeniem i
pomoca, byt dobrym i zyczliwym cztowiekiem.

Pozostajemy zasmuceni
Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Redakcja Kwartalnika ,,Postepy Biochemii”



Profesor Tomasz Ludwik Borkowski urodzit sie
1 marca 1925 roku w tabuniach w powiecie
zamojskim. Do szkoty podstawowej uczeszczat w
tabuniach, skad jako aktywny harcerz zostat
wydelegowany w roku 1935 na Swiatowy Zlot
Harcerski do Spaty i uczestniczyt w defiladzie przed
prezydentem Ignacym Moscickim. Do czasu
wybuchu wojny uczeszczat do Gimnazjum w
Zamosciu. W roku 1938 stracit ojca. Wybuch wojny
przerwat nauke, wojska niemieckie spality dom
rodzinny, rozpoczeta sie akcja wysiedlencza
Zamojszczyzny. Warunki okupacji zmusity mtodego
chtopca do podjecia pracy w gorzelni, byt tam
praktykantem. Podczas okupacji angazowat sie
czynnie w dziatalno$¢ konspiracyjng, uczestniczyt w
zorganizowanej przez dowodztwo okregu AK szkole
podoficerskiej w obozie leSnym pod Zwierzyricem,
brat udziat w kilku akcjach bojowych oddziatu.

Po wyzwoleniu podjat przerwang nauke w Gimna-
zjum i Liceum Towarzystwa Szkoty Sredniej w
Lublinie, gdzie w roku 1946 uzyskat Swiadectwo
dojrzatosci i zostat przyjety na Wydziat Lekarski
Uniwersytetu Marii Curie Sklodowskiej. Pierwsze
dwa lata studiow medycznych zakonczyt z
wyréznieniem. W roku 1948, jeszcze w trakcie
studiow, rozpoczat prace w Katedrze i Zakladzie
Chemii Fizjologicznej pod kierunkiem profesor
Janiny Opienskiej-Blauth. Miato to decydujacy
wptyw na Jego dalsze drogi zyciowe. Prowadzony. i

Profesor Opienskg zespot

inspirowany przez
miodych ludzi oprécz dziatalnosci dydaktycznej
rozpoczat dynamiczne badania naukowe. W zespole

tym pracowata réwniez studentka Wydziatu
Weterynaryjnego UMCS, Irena Madecka, od roku
1949 zona Tomasza Borkowskiego. W roku 1951
uzyskat On tytut lekarza medycyny oraz stopien
doktora nauk medycznych. Zatrudniony nadal w
Zaktadzie zwyczajowo okre$lanym jako medycyna
teoretyczna wspdltpracowat z Zaktadami tak zwanej
medycyny praktycznej. Pod kierunkiem Profesora
Alfreda Tuszkiewicza specjalizowat sie w zakresie
choréb wewnetrznych i przeprowadzat badania o
charakterze kliniczno-analitycznym. W roku 1956
przebywat na 3-miesiecznym stazu naukowym w
pracowniach biochemicznych w Paryzu, Lille
i Marsylii. W roku 1959, po przedtozeniu pracy pt.
»Czynniki stymulujgce oddychanie tkanki m6ézgowej

in vitro”, uzyskat stopien kandydata nauk
medycznych. Nawigzane kontakty naukowe z
osrodkami biochemicznymi we Francji

zaowocowatly przyznaniem przez Centre Nationale
de Recherche Scientifique stypendium naukowego,
ktére pozwolito Tomaszowi Borkowskiemu przez
rok pracowaé w Instytucie Chemii Biologicznej
Wydziatu Lekarskiego w Strasburgu pod kierunkiem
Profesora P. Mandla. Prowadzit tu badania nad
kwasami nukleinowymi o$rodkowego uktadu
nerwowego i wykazal po raz pierwszy obecnos¢



DNA w mitochondriach komérek mézgowych. Po
powrocie do Kkraju i przedtozeniu rozprawy
habilitacyjnej na temat: ,,Kwasy nukleinowe w
uktadzie nerwowym” uzyskal stopien doktora
habilitowanego oraz tytut i stanowisko docentajuz w
1962 roku. Rownolegle z pracg badawczg w
Zakladzie Chemii Fizjologicznej, docent kierowat
od 1961 roku pracg Centralnego Laboratorium
Klinicznego i prowadzit badania w dziedzinie
biochemii klinicznej.

W roku 1965, z chwilg odejscia na emeryture
Profesor Janiny Opienskiej-Blauth, w wyniku
postepowania konkursowego zostat powotany na
stanowisko kierownika Katedry i Zaktadu Chemii
Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lublinie,
ktére piastowat do chwili przejScia na emeryture w
roku 1995. Tytult i stanowisko profesora
nadzwyczajnego, nadany przez Rade Panstwa
uzyskat w 1970 roku, a profesora zwyczajnego w
1975 roku. W latach 1972-1981 profesor dr hab.
med. Tomasz Borkowski petnit funkcje Prorektora
ds. Nauki AM, w roku 1974 zostat powotany na
cztonka Rady Glownej Szkolnictwa Wyzszego i
Techniki. Byt diugoletnim cztonkiem Rady
Naukowej Instytutu Centrum Medycyny Dos-
wiadczalnej i Klinicznej PAN w Warszawie oraz
Instytutu Medycyny Pracy i Higieny Wsi w Lublinie.

Pot wieku aktywnego uczestnictwa Profesora
Borkowskiego w zyciu naukowym, dydaktycznym i
organizacyjnym Akademii Medycznej w Lublinie
zostat uhonorowane przyznaniem Mu honorowego
doktoratu macierzystej Uczelni.

Profesor Tomasz Borkowski byt cztonkiem wielu
towarzystw naukowych. W latach 1971 - 1974 byt
Prezesem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,
uczestniczyt w wielu komisjach naukowych, a od
roku 1992 takze  Czitonkiem Honorowym
Towarzystwa. Nalezat do Polskiego Towarzystwa
Lekarskiego, Polskiego Towarzystwa Diagnostyki
Laboratoryjnej oraz Lubelskiego Towarzystwa
Naukowego. Byt tez jednym z cztonkéw zatozycieli
International Society of Neurochemistry.

Poczatkowe prace badawcze Tomasza
Borkowskiego dotyczyty metabolizmu weglo-
wodanowego u drobnoustrojow. Przy zastosowaniu
réznych inhibitorow udalo sie miedzy innymi
wykaza¢, ze bakterie Escherichia coli sg zdolne
metabolizowa¢ glukoze na drodze bezfosfo-
rylacyjnej poprzez dziatanie oksydazy glukozowe;j.
Identyfikacja metabolitdw posrednich wymagata
opracowania i wprowadzenia wspétczesnych metod
analitycznych w tym gtéwnie metody chromatografii
bibutowej. W owym czasie prace te miaty charakter

pionierski w skali krajowej, a Zaktad Chemii
Fizjologicznej byt centrum szkolenia w dziedzinie
chromatografii bibutowej pracownikéw naukowych
z innych pracowni. Z tego okresu pochodzg prace
Profesora z dziedziny chromatografii bibutowej o
charakterze metodycznym. Opisane woOwczas
metody analityczne znalazty szerokie zastosowanie
w licznych laboratoriach naukowych i weszty w
sktad opracowan monograficznych lub podrecz-
nikowych. Podsumowaniem tej dziatalnoSci byto
opracowanie rozdziatu do pierwszej w Polsce
monografii pt. ,Chromatografia”.

Réwnocze$nie z wyzej opisanymi badaniami
Profesor podjgt czynng wspotprace naukowg z
Klinikami Akademii Medycznej w Lublinie. Na
szczegOlng uwage zastuguje szerokie wprowadzenie
do badadn klinicznych metod chromatografii
bibutowej oraz wczesne spopularyzowanie w Polsce
metody immunoelektroforezy. Szereg opracowa-
nych wowczas metod znalazto zastosowanie w
biezacej pracy diagnostycznej. Publikacje z tego
zakresu zaistnialy dzieki wspétpracy Profesora z
klinicystami, m. in. poprzez dziatania Centralnego
Laboratorium Klinicznego, ktérym kierowal On
przez peine 40 lat.

Z tej dziedziny badan na szczeg6lne podkreslenie
zastuguja prace dotyczace wiasciwosci fizyko-
chemicznych kolagenu $ciany aorty w roznych
warunkach fizjologicznych i patologicznych.

Podstawowym Kkierunkiem osobistych zaintere-
sowan Profesora Tomasza Borkowskiego sg badania
dotyczace najog0lniej pojetej struktury molekularnej
centralnego uktadu nerwowego. Od roku 1953
Profesor zajmowat sie problemem stymulacji
procesow oddechowych w tkance mézgowej, meta-
bolizmem kwaséw nukleinowych w poszczegdblnych
strukturach anatomicznych moézgu oraz w sub-
frakcjach komorki  nerwowej, charakterystyka
zasadowych biatek jader i rybosoméw moézgowych
oraz autonomig metabolizmu nukleinowo-biatko-
wego w mitochondriach mdzgowych.

Jakkolwiek Profesor Tomasz Borkowski zwigzat
cate swoje czynne zycie naukowe i dydaktyczne z
Akademig Medyczng w Lublinie, to jednak pracowat
okresowo w kilku laboratoriach francuskich i
szwedzkich.  Wspoipraca z  osrodkiem  bio-
chemicznym w Strasburgu zaowocowata publikacjg
w Nature w roku 1961, w ktdrej stwierdzono po raz
pierwszy, ze DNA w komoérkach nerwowych
wystepuje roéwniez w strukturach pozajgdrowych,
takich jak mitochondria. Bardzo istotne stalo sie
ustalenie, ze DNA mozgowia jest metabolicznie
nieczynny. W ,Nature” réwniez opublikowat jako



wspétautor artykut na temat  katabolizmu
weglowodanéw u bakterii. W trakcie badan nad
kwasami nukleinowymi mozgu zostaty opracowane
nowe metody m.in. metoda jednoczesnej analizy
sktadu nukleotydowego RNA i DNA, ktére
wprowadzono do badah w laboratoriach krajowych i
zagranicznych.

Mitochondralne kwasy nukleinowe byty przed-
miotem wielu jego publikacji. Jedna z nich pt.
.Characteristic ofMitochondrial Nucleic Acids Ob-
tained from Calf Brain Gray and White Matter™
uzyskata | nagrode Ministra Zdrowia i Opieki
Spotecznej i byta zamieszczona w Ztotej Ksiedze z
okazji Kongresu Nauki Polskiej.

W ostatnich latach na szczeg6lna uwage zastuguja
publikacje na temat wieloczgsteczkowych
komplekséw syntetaz aminoacylo-tRNA w tkance
mabzgowej i innych tkankach.

Na dorobek naukowy profesora Tomasza
Borkowskiego sktadajg sie 102 oryginalne prace
doswiadczalne, wielokrotnie cytowane oraz 8
artykutow monograficznych i pogladowych. Uczest-
niczyt aktywnie w licznych zjazdach i w 8
Kongresach Miedzynarodowych.

Profesor Borkowski byt zastuzonym pedagogiem,
nauczycielem akademickim. Opracowat dwa skrypty
dla studentéw. Wspo6lnie z innymi wyktadowcami
biochemii na Akademiach Medycznych co roku
uczestniczyt w spotkaniach dydaktycznych i
wytrwale zabiegal o poprawe i unowoczesnienie
dydaktyki.

Jako nauczyciel akademicki w ciggu prawie 50 lat
pracy dydaktycznej przekazywat wiedze bioche-
miczng adeptom wiedzy lekarskiej i studentom
Wydziatu Pielegniarskiego. Prowadzit prelekcje na
Uniwersytecie Trzeciego Wieku. Cieszyt sie

uznaniem miodziezy a Jego wyklady, zawsze
ciekawe i nowoczesne, gromadzity rzesze
studentow. Profesor szczeg6lng troskg otaczat

dziatalno$¢ Studenckich Kot Naukowych.

Przejscie w 1995 roku na emeryture nie zmniej-
szyto aktywnosci Profesora. Niemal do konca
swoich dni uczestniczyt w zyciu Zaktadu, aktywnie
wigczat sie w dyskusje naukowe, chetnie stuzyt radg
i dosSwiadczeniem. Profesor uprawial sam i byt
wielkim propagatorem sportu. Jezdzit na nartach,
doskonale plywal, co najmniej raz w tygodniu
rozgrywat mecz tenisowy, po przejsciu na emeryture

z zaprzyjaznionymi seniorami tenisistami. Byt
zamitowanym turystg, na swym rowerze gorskim
robit diugie wycieczki wokét jezior Pojezierza
teczynskiego. Na Uczelni opiekowat sie Aka-
demickim Zrzeszeniem Sportowym, pomagat w
organizowaniu i patronowat studenckim imprezom
sportowym.

Profesor Tomasz Borkowski byt zawsze zyczli-
wym dyskutantem, opiekunem i doradcg mitodych
pracownikéw nauki. Cieszyt sie szacunkiem i
sympatig swoich wspotpracownikéw. Byl promo-
torem 26 prac doktorskich i opiekunem
5 habilitantéw. O autorytecie Profesora $wiadczy
powierzenie mu recenzji 68  doktoratow,
33 habilitacji i 25 wnioskéw o tytuty profesorskie.
Z tytutu swojej dodatkowej specjalizacji w zakresie
diagnostyki laboratoryjnej Profesor Borkowski
uczestniczyt w  specjalizacji nowych  kadr
analitykéw, a przez okres 30 lat petnit funkcje
specjalisty wojewddzkiego z tej dziedziny.

Byt odznaczony Krzyzem Kawalerskim Orderu
Odrodzenia Polski, Medalem Zastuzonego dla
Nauki, licznymi odznaczeniami resortowymi i
wojewodzkimi.

Dzieki swojej wiedzy i zyczliwosci Profesor
Borkowski  cieszyt sie  szacunkiem  catego
Srodowiska biochemicznego a jego dziatalnos$¢
naukowa i spoteczna byta ogdlnie znana i wysoko
ceniona.

Byt seniorem ijedna z czotowych postaci polskiej
biochemii, znakomitym nauczycielem i badaczem.
Zmart dnia 2 pazdziernika 2001 roku. Jego $mieré
okryta zatobg $rodowisko biochemikéw polskich,
spoteczno$¢ Uczelni i Katedry.

Dnia 8 paZzdziernika w Lublinie, w Kaplicy przy
Panstwowym  Szpitalu  Klinicznym  Profesora
Tomasza Borkowskiego zegnat JM Rektor AM,
Profesorowie, spotecznos$¢ akademicka, przyjaciele,
uczniowie, wspoétpracownicy, studenci. Jego
osobowo$¢, urok osobisty, zyczliwo$¢ pozostang na
zawsze W naszej wdziecznej i peinej szacunku
pamieci.

Pogrzeb odbyt sie w Cieszynie, gdzie spoczat
obok wczesniej zmartej zony lIreny.

Wspotpracownicy i uczniowie



IV KONFERENCJA PARNASOWSKA
,MOLECULAR MECHANISMS OF CELL ACTIVATION:
BIOLOGICAL SIGNALS AND THEIR TARGET ENZYMES"

15-17 WRZESIEN 2002 WROCLAW

Drogie Kolezanki
Drodzy Koledzy,

Uprzejmie informujemy, ze w dniach od 15 do 17 wrzes$nia 2002 roku we Wroctawiu odbedzie sie
Konferencja Pamasowska organizowana w ramach obchodéw 300-lecia Uniwersytetu Wroctawskiego.
Bedzie to czwarte spotkanie biochemikdw polskich i ukrainskich dla uczczenia pamieci Jakuba Karola
Pamasa, znakomitego polskiego biochemika, profesora Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwowie

tragicznie zmartego w moskiewskim wiezieniu.

W ramach konferencji przewidujemy referaty wyktadowcdw polskich i ukrainskich jak réwniez sesje

plakatowa.
Serdecznie zapraszamy do udziatu w konferencji.
Za Komitet Organizacyjny

Jolanta Baranska
Andrzej Dzugaj

Pierwszy komunikat podajgcy szczegdtowe informacje nt konferencji ukaze sie w styczniu 2002.

Konferencja Pamasowska poprzedzi XXXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, ktory
odbedzie sie we Wroctawiu w dniach 18-21 wrze$nia 2002 roku.
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ARTYKULY

Rola oddziatywania
zyciowego wirusa HIV

biatko-RNA

podczas cyklu

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

cycle

JOANNA SZEPETA-WISNIEWSKA12 ELIZA WYSZKO2,

MIROSLAWA BARCISZEWSKA?2

Spis tresci:

l.  Wstep

1. Biatko regulatorowe Tat

Il. TAR RNA

IV. Mechanizm transkrypcji wirusa

V. Inhibitory oddziatywan Tat-TAR RNA

Wykaz stosowanych skrdtow: AIDS — ang. Acquired Immu-
nodeficiency Syndrome, zesp6t nabytego niedoboru odpornosci;
CTD — ang. carboxyl-terminal domain, domena C-koricowa
polimerazy Il RNA; HAART — ang. highly active antiretroviral
therapy, terapia z zastosowaniem kilku inhibitoréw replikacji
wirusa HIV; HIV — ang. human immunodeficiency virus, wirus
niedoboru odpornosci; letter — ang. long terminal repeats, po-
wtarzalne sekwencje znajdujace sie przy obu konfcach nici RNA;
P-TEFb — ang. positive-acting transcription elongationfactor,
czynnik elogacyjny; TAR RNA — ang. trans-activating respon-
sive element’, Tat— ang. transcription anti-termination protein,
aktywator transkrypcji wirusa HIV; TFIIH — ang. transcription
factor, czynnik transkrypcyjny.

. Wstep

W 1981 roku po raz pierwszy opisano chorobe
znang obecnie pod nazwg zespotu nabytego
niedoboru odpornosci— AIDS (ang. Acquired
Immunedeficiency Syndrome). Jest ona wywotywana
obecnoscig retrowirusa HIV-1 (ang. human immuno-

‘Mgr inz., Ar, 2orof. dr hab.; 'Akademia Rolnicza, ul. Wojska
Polskiego 28, 60-637 Poznan;2Instytut Chemii Bioorganicznej
PAN, ul. Noskowskiego 12, 61-704 Poznan; e-mail: mbar-
cisz@ibch.poznan.pl
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Contents:

. Introduction

Il. Tat regulatory protein

I1l. TAR RNA

IV. Mechanism of HIV transcription

V. Inhibitors of the Tat-TAR RNA interactions

deficiency virus) [1, 2]. Pie¢ lat p6zniej odkryto
wirus HIV-2, ktéry powodowat AIDS u czesci
chorych w Afryce [3]. Wirusy HIV-1 i HIV-2 zali-
czane do podrodziny Lentivirinae sg spokrewnione z
ludzkim wirusem HTLV-1 (ang. human
T-lymphotropic virus 1) wywotujgcym rzadki rodzaj
biataczki. Lentiwirusy powodujg przewlekte, poste-
pujace, najczesciej Smiertelne choroby u ssakéw. Do
tej podrodziny zaliczamy réwniez: wirus niedoboru
odpornosci matp SIV (ang. simian immunodeficiency
virus), wirus niedoboru odpornosci kotéw FIV (ang.
feline immunodeficiency virus), wirus Visna owiec
oraz opisany jako pierwszy wirus niedokrwistosci
zakaznej koni EIAV (ang. equine infectious anemia
virus).

Genom HIV zbudowany jest z dwdéch identycz-
nych nici RNA o dtugosci 9500 zasad. Zawiera on 9
genéw. Trzy z nich gag, env, poi wystepuja w
czasteczkach znanych retrowiruséw. Kodujg one
biatka kapsydu (gag) i otoczki (env) oraz odwrotng
transkryptaze, integraze i proteaze (pol)\ enzymy
niezhedne w rozwoju wirusa. Pozostate 6 genéw: tat,
rev, nef, vif, vpr, vpu koduje biatka regulatorowe [4]
(Ryc. 1).

POSTEPY BIOCHEMII 47(4), 2001


mailto:cisz@ibch.poznan.pl

Organizacja genoméw HIV-1iHIV-2 jest podob-
na, chociaz ich sekwencje nukleotydowe r6znig sie
wyraznie. Wykazano, ze podobieAstwo gendw gag i
poi wynosi 50-60%, natomiast pozostatych gendéw
oraz powtarzajacych sie elementéw LTR (ang. long
terminal repeats) 30-40% [4]. Ekspresja HIV zalezy
od sekwencji LTR znajdujgcych sie przy koncach
obu nici RNA. Sgtam miejsca inicjacji transkrypcji,
sekwencje TATA, oraz oligonukleotydy wigzace
komorkowe czynniki transkrypcyjne, takie jak
NF-KB, NF-AT, czy AP-1 [5-7].

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

e )

o [Sorases)
|| — cCm0 O .

LTR vif  tat vpu rev LTR

A—U-40

6—c TAR

U—A -50

+1-6—C 459 [

Ryc. 1. Schemat organizacji genomu wirusa HIV-1 LTR— powtarzalne
sekwencje, znajduja sie przy obu kofcach nici RNA i regulujg
ekspresje genéw wirusa. Geny strukturalne: gag— koduje
biatka kapsydu, env— biatka otoczki, poi— odwrotng tran-
skryptaze, integraze, proteaze. Geny regulatorowe: tat— akty-
wuje transkrypcje gendéw wirusa poprzez oddziatywanie z ele-
mentem TAR RNA, rev— reguluje transkrypcje HIV w wyniku
wigzania z elementem RRE, bierze udziat w dojrzewaniu
mRNA wirusa (ang. splicing), nef— obniza ekspresje recepto-
row CD4 na powierzchni zainfekowanych komorek, aktywuje
kinazy komorkowe, vif— wptywa na internalizacje i odptasz-
czenie wirusa, dojrzewanie wiriondw, vpu— nieobecny w
HIV-2, wplywa na uwalnianie wirionéw z zainfekowanej ko-
morki, redukuje ekspresje CD4, vpr — zawiera sygnat lokaliza-
cji jadrowej oraz bierze udziat w transporcie kompleksu preini-
cjacyjnego z cytoplazmy do jadra.
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netrzng otoczke HIV stanowi btona biatkowo-lipido-
wa zawierajgca dwie glikoproteiny gpl20 (SU ang.
surface glikoprotein) i gp41l (TM ang. transmembra-
ne protein). Ich prekursorem jest czgsteczka gpl60
kodowana przez gen env. Gp4l jest biatkiem
transbtonowym zwigzanym z peptydem gpl20 zlo-
kalizowanym na zewnetrznej stronie btony [8-10,
14]. Glikozylowane biatko gpl20 bierze udziat w
rozpoznawaniu komdrek uktadu odpornosciowego,
gtownie limfocytdw T pomocniczych, ale réwniez
makrofagow i komorek dendrycznych [11]. Wni-
kajac do komérki, HIV wykorzystuje znajdujace sie
na jej powierzchni dwa typy receptoréw: CD4 oraz
CCR5 lub CXCR4, blokujgc przytgczanie natural-
nych ligandow komérkowych— czasteczek MHC
klasy Il dla CD4 oraz chemokin dla CCR5 lub
CXCRA4. U poszczego6lnych izolatow wirusa w obre-
bie biatka gpl20 wyr6zni¢ mozna pie¢ zachowaw-
czych regionéw (C1-C5), ktore przedzielone sg
zmiennymi sekwencjami aminokwasoéw (VI1-V5).
Trzy z nich przy korncu karboksylowym stanowig
miejsce wigzania czasteczek CD4 oraz biatka gp41l,
natomiast CCR5 lub CXCR4 wykazujg powinowac-
two do trzeciego regionu zmiennego (V3). Podsta-
wowag funkcja glikoproteiny gp 41 jest zakotwicze-
nie wirusa w btonie i umozliwienie jego wnikniecia
do komorki. Wazna role w tym procesie odgrywa re-
gion transbtonowy, bogaty w aminokwasy hydrofo-
bowe oraz fragment przy kofAicu aminowym (domena
fuzyjna) [12-15].

Odwrotna transkryptaza (RT ang. reverse trans-
criptase) inicjuje synteze nici DNA (-) po uprzednim
zwigzaniu czasteczki tRNALs z genomowym RNA
w miejscu pbs (ang. primer binding site), znaj-
dujacym sie 100-150 nukleotydéw od konca 5° wiru-
sowego RNA. Ponadto odwrotna transkryptaza wy-
kazuje aktywnos¢ rybonukleazy H, ktéra réwnocze-
$nie z tworzeniem nici DNA (-) degraduje matryco-
wy RNA, pozostawiajgc jego krétki odcinek (bogaty
w reszty purynowe) zwigzany z niciag DNA (-) przy
koricu 3’. Odcinek ten jest wykorzystywany jako
starter w procesie syntezy nici DNA (+). Po syntezie
18 nukleotydow nici DNA (+) RNaza H degraduje
starterowy tRNA, nastepuje hybrydyzacja komple-
mentarnych odcinkéw pbs i elongacja nici DNA (+).
Powstaty dwuniciowy taficuch DNA migruje do
jadra komorki gospodarza gdzie przez integraze (IN
ang. integration protein) zostaje wbhudowany do ge-
nomu. W transporcie wirusowego DNA do jadra
uczestniczg biatka p17 (MA ang. matrix protein) i
Vpr, ktore zawierajg sygnaty lokalizacji jadrowej
(NLS ang. nuclear localization signal) [9, 16, 17].
Zintegrowany genom wirusowy stanowi matryce dla
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transkrypcji genéw kodujacych biatka strukturalne
wirionéw oraz biatka odpowiedzialne za proliferacje
wirusa.

Wydaje sie, ze w krytycznych etapach cyklu zy-
ciowego retrowirusa HIV takich jak wnikniecie do
komorki gospodarza, odwrotna transkrypcja oraz
transkrypcja zintegrowanego prowirusa i transport
wirusowego RNA, kluczowagrole petnig oddziatywa-
nia biatko-RNA.

Szczeg6lne znaczenie dla replikacji wirusa HIV
ma tworzenie kompleksu biatka Tat z TAR RNA. De-
cyduje on o wydajnej elongacji mMRNA wirusa oraz
zapobiega przedwczesnej terminacji transkrypcji.
Poznanie mechanizmu tego oddziatywania moze sta-
nowi¢ punkt wyjscia do opracowania specyficznych
inhibitoréw oraz w przysztosci potencjalnych lekow
dla zwalczania choroby AIDS.

Il. Biatko regulatorowe Tat

Biatko Tat (ang. transcription anti-termination
protein) wiruséw HIV-1 i HIV-2 bierze udziat w ak-
tywacji transkrypcji genomu poprzez specyficzne
oddziatywania z elementem TAR RNA (ang. trans-
activating responsive element) znajdujagcym sie przy
koncu 5" mRNA, kodowanym w obrebie koricowych
powtarzajacych sie elementéw LTR [18-20]. Biatko
Tat jest aktywatorem wszystkich genow wirusa w
tym roéwniez wiasnego genu [21] i znajduje sie w
jadrze lub jaderku. Tat-1 i Tat-2 sg to biatka zasado-
we. Szczepy wirusa in vivo kodujg biatko Tat-1 o
dtugosci 101 aminokwasow. Skrécona forma Tat (86
aminokwasO6w) obecna jest w laboratoryjnych izola-
tach HIV (HXB2, LAI, NL4-3) i powstaje w wyniku
pasazowania kultur tkankowych [22-26]. Dtugosc
Tat-2 wynosi 130 aminokwasow [24, 25]. Oba biatka
kodowane sa przez dwa eksony. Jeden z nich znajdu-
je sie przed genem env, natomiast drugi zlokalizowa-
ny jest w obrebie env (Ryc. 1). Pierwszy ekson biatka
Tat-1 jest bardzo zachowawczy i koduje 72 reszty
aminokwasowe, natomiast w biatku Tat-2 sekwencja
ta obejmuje 99 aminokwaséw i jest znacznie mniej
konserwatywna [24, 25]. Przypuszczano, ze dla bio-
logicznej aktywnos$ci Tat konieczne sg tylko reszty
aminokwasowe kodowane przez ekson pierwszy [6,
27]. Wykazano jednak, ze aminokwasy 100-130 w
drugim eksonie zwiekszajg trzykrotnie wydajnosé
transkrypcji zHIV-2 LTR w komorkach HelLa [28].

W obrebie biatka Tat wiruséw HIV-1iHIV-2 jak i
innych lentiwiruséw mozna wyrézni¢ 5 charaktery-
stycznych domen: N-koncowa, bogatg w cysteiny,
rdzen, zasadowg (ARM ang. arginine rich domain) i
bogatag w glutamine (Ryc. 2). Koniec aminowy biatka
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Tat jest miejscem wigzania czynnikoéw komdrko-
wych (np. TFIID, SP1), kt6re sg niezbedne dla two-
rzenia kompleksu Tat-TAR RNA [29]. Zawiera on
reszty kwasowe, polarne i hydrofobowe, ktdre
tworzg helise a, wystepujagcg w wielu aktywatorach
transkrypcji [30]. Region zasadowy o duzej zawarto-
§ci lizyn i arginin (RKKRRQRRR w Tatl i
RKGRRRRTPK w Tat2) jest sygnatem lokalizacji

Tatl

N 1 cys 1 rdzen 1 ARM glu 1 c i

DDOMENA AKTYWUJACA
DOMENA
WIAZACARNA
EKSON | EKSON Il
Tat 2
1N cys 1 rdzei 1 ARM 1 gl 1 c 1
DOMENAAKTYWUIACA
DOMENA
WIAZACARNA
EKSON1 EKSON Il

Ryc. 2. Schemat budowy biatek HIV-Tatl i HIV-Tat2. Wymienione sg
domeny strukturalne i funkcjonalne kodowane przez poszcze-
golne eksony. Region zasadowy (ARM)— odpowiada za wigza-
nie Tat do TAR RNA. Domeny N-koricowa (N), cysteinowa
(cys), rdzeniowa (rdzen), glutaminowa (glu)}— wplywajg na
specyficzno$¢ oddziatywania Tat-TAR oraz posredniczg w
wigzaniu biatka z czynnikami komérkowymi.

jadrowej oraz bierze udziat w swoistym oddziatywa-
niu z TAR RNA [9, 31-34]. Kluczowe dla tego proce-
Su sg reszty argininy w pozycji 52 i 53 [32]. Podobna
domena wystepuje réwniez w eukariotycznych
biatkach rybosomalnych (np. S2 i L7), wirusowych
(np. biatko Rev wirusa HIV i Tat wirusa BIV) i bak-
teriofagowych (np. antyterminatorowe biatka N faga
X i faga P22) [35, 36].

Pozostate regiony biatka Tat nie sg bezposrednio
zaangazowane w oddziatywanie z TAR RNA ale
maja wptyw na jego specyficznos$¢ [37, 38]. Region
cysteinowy (CTNCYCKKCCFHCQVC w Tatl i
CNNSCYCKRCCYHCQMC w Tat2) wraz z sgsia-
dujagcymi domenami rdzeniowg i zasadowg sg naj-
bardziej zachowawczymi regionami biatek Tat. Ich
homologia wynosi ponad 80% (Ryc. 3). Domena ta
bogata w cysteiny wiaze jony cynku ibierze udziat w
dimeryzacji biatka [39]. Cynk jest niezbedny dla
wigzania cykliny Tl i tworzenia trojsktadnikowego
kompleksu Tat-T 1-TAR [40]. Istniejg rowniez dowo-
dy wskazujace, ze biatko Tat jest monomerem i nie
wigze jondw metali [41, 42]. Domeny cysteinowej
nie znaleziono u wirusa niedokrwisto$ci zakaZnej
koni. Rdzen biatka Tat (FITKALGISYG w Tatl i
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FLNKGLGICYE w Tat2) jest kluczowy dla tworze-
nia specyficznego kompleksu Tat-TAR. Analiza mu-
tantdow Tat-41(Lys-»Thr), Tat-44(Gly-»Ser), Tat-
47TH(Tyr—His), Tat-47A(Tyr—Ala) wskazuje, ze
mutacja lizyny 41 redukuje aktywno$¢ biatka Tat o
60-70% [34, 37, 44].

Z powyzszych rozwazan wynika, ze w biatku Tat
mozemy wyrozni¢ dwa funkcjonalne regiony—
wigzacy (domena zasadowa) i aktywacyjny (domena
N-koncowa, bogata w cysteiny, rdzen) (Ryc. 2).
Pierwszy z nich oddziatuje z TAR RNA [18,31 -34],
natomiast drugi jest miejscem wigzania czynnikow

Tat1l IMEPVDPRLEPWKHPGSQPKTAZ

Tat2 IMETPLKAPESSLKSCNEPFSRTSEQDVATQELARQGEEILSQLYRPLET4

Tati 2€6-TNEYEKKEEFHEQVE EITKALGISYG RKKRRQRRR
Tat2 SENNSEYEKREEYHEQME FLNKGLGICYE RKGRRRRTPKS?

Tat 1 53PPQGSQTHQVSLSKQ72
Tat2 8BKTKTHPSPTPDK®

komérkowych np. TFIIH, TFIID, SP1, RNA poi I,
P-TEFb oraz okre$la specyficzno$¢ kompleksu
Tat-TAR [40, 45-49].

I11. TAR RNA

Sekwencja nukleotydowa przy koncu 5’ HIV
MRNA tworzy swoistg strukture drugorzedowsy
(spinka) zwang TAR (ang. trans-activating respon-
sive element). Fragment HIV-TAR RNA znajduje sie
w obrebie sekwencji LTR wirusa (nukleotydy +1 do

+59uTARI oraz+1 do+124 u TAR2). Jest to motyw
strukturalny swoiscie rozpoznawany przez biatka
uczestniczace w procesach regulacji ekspresji infor-
macji genetycznej zardwno na poziomie transkrypcji
jak i translacji [50].

W strukturze drugorzedowej TARL HIV mRNA
wyrozni¢ mozna dwa fragmenty dwuniciowe roz-
dzielone 3 nukleotydowym wybrzuszeniem (petla
zewnetrzna) bogatym w pirymidyny, zakonczone
petla ztozong z 6 nukleotydéw (Ryc. 4A). HIV-TAR2
RNA w odréznieniu od HIV-TAR1 RNA skiada sie z
trzech niezaleznych elementéw. Kazdy z nich zawie-

Ryc. 3. Poréwnanie sekwencji aminokwasowe;j
biatka Tat wiruséw HIV-1 i HIV-2. Naj-
bardziej zachowawcze domeny cysterno-
wa i zasadowa (bogata w reszty argininy)
wykazujg 80% homologii. Ich obecnos¢
jest niezbedna dla prawidtowego funkcjo-
nowania biatka Tat. Zakreskowanym po-
lem zaznaczono aminokwasy wchodzace
w sktad domeny zasadowej, polem wy-
kropkowanym oznaczono region cyste-
rmnowy.

ra helikalny trzon i petle koncowg ztozong z 5-7 nu-
kleotydow, a struktura | i Il fragmentu réwniez
dwunukleotydowg petle zewnetrzng (Ryc. 4B).
Biatko Tat wigze sie gtownie z elementem | (nukle-
otydy +20 do +54) obecnym przy 5’ koncu wiruso-
wego MRNA, stabiej z drugim (nukleotydy +55 do
+88), natomiast trzeci (nukleotydy +95 do +114) nie
ma zdolno$ci wigzania biatka [51], Drugi element
TAR2 RNA jest niezbedna dla petnej aktywnosci
transkrypcyjnej Tat-2. Jego brak obniza trzykrotnie
poziom ekspresji genow wirusa HIV-2 [27, 51, 52].

A
c—G G G340

G—C G
A_U Ye
G_.C A/g}':

<<\c 80

70-cVUG,

A

+1-6—C_4s59

Gs 30- UUAGh/C/J -50 ((\

POSTEPY BIOCHEMII 47(4), 2001

A—U -40
G—C
AU C
20 G 20 . C
CING 2—2—90
A o
G—C L=
A—U 28 100
U_—A R caccacUu
it % I
C
G U c—c W f%ec
u—Aa =30 10-6—C 110
10-c—a V)
U—G GG
C—G U_A
U_A
i G—C-120
d C—G
U—A U—G
G=—C GEEC
G_C +1-5—C _4124

Ryc. 4. Struktura drugorzedowg HIV-TAR RNA.
A, TAR1 RNA— tworzy fragment dwuni-
ciowy, rozdzielony 3 nukleotydowg petlg
zewnetrzng, zakonczony petla ztozong z 6
nukleotydéw. B, TAR2 RNA — sktada sie z
trzech elementéw. Kazdy z nich zawiera he-
likalny trzon i petle koricowg ztozong z 6
nukleotydéw, a struktura | i Il réwniez
dwunukleotydowa petle zewnetrzna.
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W rejonie HIV-TAR1 od +19 do +42 znajdujg sie
nukleotydy niezbedne i wystarczajgce dla transkryp-
cji genomu wirusa HIV-1 [53, 74]. Do petli zew-
netrznej (miejsce gdzie jeden lub kilka nukleotydéw
w dwuniciowym odcinku RNA nie sg sparowane) za-
wierajgcej reszty U23, C24, U25 wigze sie biatko Tat
[18, 19] (Ryc. 5). Wykazano, ze U23 oraz pary zasad
G26:C39 i A27:U38 znajdujace sie bezposrednio nad

nadto tworzy sie triplet pomiedzy nukleotydem U23
(petla zewnetrzna) a parg nukleotydéw A27:U38 (he-
likalny trzon) [56-58, 60]. Analiza mutantéw izo-
morficznych, w ktérych nukleotydy U23-A27:U38
zastgpiono resztami C23-G27:C38 potwierdzaja, ze
elementem krytycznym TAR RNA rozpoznawanym
przez biatko Tatjest budowa przestrzenna a nie jego
sekwencja [57, 58].

Ryc. 5. Na rysunku oznaczono schematycznie regiony zaangazowane w oddziatywanie Tat-TAR. Region wigzacy biatka Tat i petle zewnetrzng TAR
RNA. Wykazano, ze reszty U23, C24, U25 (petla zewnetrzna) jak réwniez pary zasad G26:C39 i A27:U38 zlokalizowane w helikalnym trzonie
zaangazowane sa w oddziatywanie Tat-TAR. Konformacyjne zmiany wybrzuszenia TAR podczas oddziatywania z Tat indukuje gtdwnie argi-

nina 52 wchodzaca w sktad regionu wigzacego biatka.

petlg zewnetrzng w helikalnej czesci TAR sgkrytycz-
nymi nukleotydami a ich mutacje obnizajg w znacz-
nym stopniu statg wigzania Tat-TAR [37, 48] (Tabe-
la 1). Reszty C24, U25 nie sg bezposrednio zaanga-
zowane w oddzialywanie z biatkiem Tat i mogg zo-
sta¢ podstawione dowolnym nukleotydem [37, 54].
Odpowiedzi na niektére pytania o mechanizm od-
dziatywania biatka Tat z TAR RNA udato sie uzy-
ska¢ z rozwigzanej struktury krystalograficznej 27-
nukleotydowego fragmentu TAR1 RNA. Czasteczka
ta w krysztale posiada konformacje A’-RNA, w kto-
rej peten skret helisy przypada co 12 par zasad.
Tréjnukleotydowa petla zewnetrzna (UCU) lezy
poza helisg w nieco poszerzonej duzej bruzdzie
(TAR-12.7 Aw A-RNA-10 A) i stabilizowana jest
jonami wapnia [55]. Struktura TAR RNA w krysztale
przypomina kompleks TAR z ligandem, gdzie nukle-
otydy petli zewnetrznej utozone sg na zewnatrz heli-
kalnego trzonu TAR, umozliwiajgc w ten sposob od-
dziatywanie warstwowe sgsiadujgcych domen.
Innych nieco informacji dostarcza analiza kom-
pleksu TAR-arginina za pomocg NMR. Wskazuje
ona na zmiany konformacyjne petli zewnetrznej
[56-59]. Guanidynowa grupa argininy tworzy wigza-
nie wodorowe z 06 i N7 guanozyny 26 oraz z parg
zasad A22 (P22) i U23 (P23) w duzej bruzdzie;- Po-
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W naszym laboratorium do badania struktury
TAR RNA po raz pierwszy wykorzystano rybozymy
(Ryc. 6). Postawiono pytanie czy TAR RNA

Tabela 1

Whplyw mutacji punktowych w TAR RNA na wigzanie biatka Tat i two-
rzenie kompleksu Tat-TAR.

nukleotydy . redukcja wigzania
w TAR RNA mutacje (%)
u23 C 20
G26:C39 UA 12
C.G 14
G:U
UA 8
A27:U38 G:C 10

wystepuje rzeczywiscie tylko w formie spinki jak
przypuszczano dotychczas, czy tez w formie dwu-
niciowej. W zwigzku z tym po analizie sekwencji
nukleotydowej TAR RNA wybrano miejsce
prawdopodobnej hydrolizy oraz zaprojektowano
rybozym hammerhead typu AUC. Wykazano, ze
hydrolizuje on specyficznie nukleotyd C8 (odpo-
wiadajacy C24 w wirusowym TAR RNA)
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Rye. 6. Trzy prawdopodobne struktury kompleksu TAR RNA z rybozymem typu hammerhead. A, Struktura spinki TAR RNA. Parowanie rybozymu ze
spinka wydaje sie mato prawdopodobne. B, Jednoniciowy fragment TAR RNA tatwo oddziatuje z rybozymem. C, Dwuniciowa struktura TAR
RNA bardzo fatwo tworzy kompleks z rybozymem. Zaciemnionym polem oznaczono rybozym. Strzatki wskazujg miejsca hydrolizy TAR

RNA przez rybozym.

wchodzacy w sktad tréjnukleotydowej petli zewnet-
rznej, dajac jeden produkt o diugosci 8 nukleo-
tydow.

Hydroliza TAR RNA przy pomocy rybozymu typu
hammerhead wskazuje na obecno$¢ struktury dwu-
niciowej TAR RNA in vitro, gdyz tylko ona zapew-
nia tworzenie kompleksu z rybozymem i hydrolize
substratu TAR RNA. Mozliwo$¢ parowania rybo-
zymu ze spinka wydaje sie mato prawdopodobna
[61]. Wyniki te prowadzg do wniosku, ze w roz-
tworze TAR wystepuje w dwéch formach: dwu-
niciowej i spinki.

Nadal brak jednoznacznych danych opisujacych
kompleks TAR RNA-Tat. Powstajgce modele od-
dziatywan sg mato doktadne. Trudno wyobrazi¢ so-
bie, ze pojedyncza reszta aminokwasowa czy krétki
peptyd moze reprezentowa¢ wszystkie oddziatywa-
nia miedzy TAR RNA i biatkiem Tat. Wiadomo jed-
nak, ze w wigzaniu uczestniczy region zasadowy Tat,
a petla zewnetrzna w TAR RNA (Ryc. 5). Potwier-
dzajg to wyniki badan analogicznego kompleksu
BIVTat-TAR [62].

Ponadto znanych jest wiele innych biatek ko-
morkowych oddziatujagcych z HIV-TAR RNA. Z
petlg kofnicowg wigze sie miedzy innymi biatko p68
(zkomdrek Hela), TRP-1 (ang. TAR bindingprotein),
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TRP-185, TRP-2, cyklina Tl [63-65] oraz by¢ moze
biatko Tat [66, 67].

IV. Mechanizm transkrypcji wirusa

Transkrypcja genomu wirusa HIV rozpoczyna sie
od utworzenia kompleksu transkrypcyjnego, w skiad
ktérego wchodza matrycowy DNA, czynnik tran-
skrypcyjny TFIIH, kinaza P-TEFb (ang. positive-ac-
ting transcription elongation factor), niefosforylo-
wana polimeraza Il RNA oraz biatko Tat (Ryc. 7).
Biatko TFIIH posiada aktywno$¢ kinazy (podjed-
nostka CDK7 ang. cyclic-dependent kinase) [68] i
fosforyluje domene C-koncowg duzej podjednostki
polimerazy Il RNA (CTD ang. carboxyl-terminal do-
main). Oddziatywanie biatka Tat z czynnikiem tran-
skrypcyjnym TFIIH ifosforylacja CTD sgniezbedne
dla inicjacji transkrypcji [69, 70]. Po syntezie pierw-
szych 30-50 nukleotyddw, biatko TFIIH dysocjuje z
kompleksu inie uczestniczy w elongacji transkrypcji
[71]. Biatko Tat pozostaje zwigzane z kompleksem
transkrypcyjnym i oddziatuje z kinazg P-TEFb, TAR
RNA oraz czesciowo fosforylowang polimerazg Il
RNA.

Przytaczenie biatka Tat do kompleksu transkryp-
cyjnego umozliwia wydajng elongacje mRNA wiru-
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sa [21, 72-74] oraz zapobiega przedwczesnej termi-
nacji transkrypcji [74, 75]. Natomiast jego brak pro-
wadzi do powstania krdtkich fragmentéw RNA o
dtugosci 60-80 nukleotydéw, ktére szybko ulegaja
degradacji [74, 76].

1

+1

Ryc. 7. Model kompleksu elongacyjnego z udziatem biatka Tat. Biatko
Tat wigze sie do kompleksu preinicjacyjnego w sktad ktérego
wchodzg czynnik transkrypcyjny TFIIH, kinaza P-TEFb, nie-
fosforylowana polimeraza Il RNA. Oddziatywanie Tat z TFIIH
odgrywa krytyczng role w inicjacji transkrypcji. TFIIH wraz z
biatkiem Tat fosforyluje duzg podjednostke polimerazy Il —
CTD (ang. carboxyl-terminal domain). TFIIH dysocjuje z kom-
pleksu natomiast Tat pozostaje z nim zwigzany i oddziatuje z
cyklingTI (podjednostka P-TEFb). Po transkrypcji TAR RNA i
zwigzaniu z nim biatka Tat nastepuje fosforylacja CTD przez
kinaze P-TEFb. Powstaje aktywny kompleks elongacyjny.

Biatko P-TEFb znane réwniez jako TAK (ang. Tat
associated kinase) zawiera dwie podjednostki
niezbedne na etapie elongacji transkrypcji:
regulatorowg (cyklina T1) oraz kataliczng (kinaza
CDK9 ang. cyclic-dependent kinase). Pierwsza z
nich wigze sie z domeng aktywacyjng Tat i wpltywa
na specyficzno$¢ tworzenia kompleksu Tat-TAR

RNA, druga  natomiast  fosforyluje duzg
podjednostke polimerazy 1l RNA (CTD) co
prowadzi do powstania aktywnego kompleksu

elongacyjnego [77, 78-80].

Kluczowym etapem transkrypcji genéw wirusa
HIV jest wiec fosforylacja polimerazy Il RNA przez
kinaze CDK7 (podjednostka TFIIH) i CDK9 (pod-
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jednostka P-TEFb), z ktérymi biatko Tat wigze sie na
réznych etapach cyklu transkrypcyjnego [79, 81].

V. Inhibitory oddziatywan Tat-TAR RNA

Od poczatku lat 90-tych prowadzone sa badania
majace na celu uzyskanie skutecznego leku przeciw-
ko AIDS. Istotne ale jednak ograniczone sukcesy te-
rapeutyczne osiggnieto w inhibicji odwrotnej tran-
skryptazy i proteazy [82]. Wysokie koszty stosowa-
nej terapii oraz zwiekszajgca sie odpornos¢ wirusa
na istniejgce preparaty zmuszajg do poszukiwania in-
hibitorow innych etapéw cyklu replikacyjnego HIV.

Biatko Tat oraz TAR RNA wydaja sie dobrymi
kandydatami dla projektowania nowej klasy lekow
przeciwwirusowych. Wykazano, ze tworzenie kom-
pleksu Tat-TAR RNA inhibujg czasteczki RNA o
wiasciwosciach TAR RNA (ang. decoys) [83, 84] a
takze rekombinowane peptydy zawierajagce region
aktywacyjny biatka Tat. Pierwsze wigzg biatko Tat
oraz faktory komorkowe. Drugie natomiast od-
dziatuja tylko z czynnikami komdrkowymi, blokujac
w ten sposob powstawanie aktywnego kompleksu
Tat-TAR [85]. Znacznie silniejsze dziatanie wyka-
zuja chimery TAR-RRE RNA (ang. rev responsive
element) [86]. Inhibuja one nie tylko oddziatywanie
Tat-TAR ale hamujg rowniez tworzenie kompleksu
RRE-Rev. Uniemozliwiajg w ten sposéb powstawa-
nie petnej dtugosci mRNA dla gendw strukturalnych.

Potencjalnymi inhibitorami oddziatywah Tat-
TAR sg rowniez zwigzki matoczgsteczkowe — mie-
dzy innymi pochodne akrydyny, difenylofuranu, an-
tybiotyki aminoglikozydowe (neomycyna) [87-89].
W igza sie one do ré6znych miejsc w TAR RNA (akry-
dyna — do nukleotydéw G26-C39, wchodzgcych w
sktad helikalnego trzonu, difenylofuran — do petli
zewnetrznej itrzonu, antybiotyki aminoglikozydowe
— do trzonu ponizej petli zewnetrznej) i hamujajego
oddziatywanie z biatkiem Tat (Ryc. 8).

Podejmowane sg réwniez proby wykorzystania
oligonukleotydéw antysensownych oraz rybozymow
w terapii HIV [90-92]. Oligonukleotydy antysen-
sowne sg to krotkie tafcuchy DNA o sekwencji kom-
plementarnej do wybranego fragmentu DNA lub
mMRNA. Mogg one hybrydyzowac z sekwencjg genu
tat a takze elementem TAR RNA. W pierwszym
przypadku hamujg ekspresje biatka Tat, w drugim
blokujg tworzenie kompleksu Tat-TAR.

Rybozymy sg w pewnym sensie podobne do oligo-
nukleotydéw antysensownych, ale dzieki wta$ciwo-
Sciom katalitycznym sg duzo bardziej efektywne. Za-
letg rybozymow jest ich dziatanie na szczepy HIV,
odporne na konwencjonalng terapie przeciwwiru-
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Ryc. 8. Miejsca wigzania matoczasteczkowych inhibitoréw do TAR
RNA. Akrydyna wigze si¢ do nukleotydéw G26-C39, bedacych
czescig helikalnego trzonu, difenylofuran — do petli zewnetrz-
nej i trzonu, neomycyna — do trzonu ponizej petli zewnetrzne;j.

sowg (inhibitory odwrotnej transkryptazy i prote-
azy).

Badania z wykorzystaniem dwoéch rybozymow
typu hammerhead, z ktérych jeden wigzat sie i hy-
drolizowat kodon inicjacyjny genu tat (nukleotydy
5784-5801), drugi natomiast sekwencje zaanga-
zowang W splicing ipoliadenylacje = RNA
(nukleotydy 5840-5859) (Ryc. 9) wykazaty inhibicje
replikacji wirusa w 70-95% [91, 93]. Uzycie kom-
binacji rybozymu z czasteczkami RNA o wias-
ciwosciach TAR RNA powodowato niemal
catkowite (99%) zahamowanie namnazania HIV na
okres 14 miesiecy w lini limfocytow T [83].

\/
tat GGAGCCAGUAGAUCCUAA
rybozym CCUCGGUCA EUAGGAUU

A
ANG
AcYU
Av. BC
GU

Ryc. 9. Drugorzedowa struktura rybozymu typu hammerhead i jego
substratu (fragment sekwencji mRNA biatka Tat obejmujacy
nukleotydy 5840-5859). Strzatkg oznaczono miejsce hydrolizy.

W naszym laboratorium z powodzeniem wyko-
rzystano rybozymy do degradacji TAR RNA [61]
(Ryc. 6). Jak juz wczes$niej wspomniano zaprojekto-
wano rybozym hammerhead typu AUC, ktéry hydro-
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lizowat nukleotyd wchodzacy w skiad petli
zewnetrznej TAR. Degradacja TAR RNA moze by¢
potencjalng metoda inaktywacji wirusa HIV.

Inhibicja oddziatywan biatka Tat z TAR RNA wy-
daje sie mie¢ istotne znaczenie w walce z wirusem
HIV. Moze stanowi¢ uzupetnienie konwencjonalnej
terapii z wykorzystaniem inhibitorow odwrotnej
transkryptazy i proteazy. Zastosowanie kilku lekéw
jednoczesnie stwarza najwieksze nadzieje w walce z
wirusem HIV (HAART, ang. highly active antire-
troviral therapy). Jeslijeden ze srodkdw nie zahamu-
je replikacji wirusa, moze to uczyni¢ drugi. Jezeli
obydwa zawioda, trzeci z nich bedzie dodatkowym
zabezpieczeniem. Preparaty stosowane pojedynczo
utatwiajg powstawanie opornych szczep6w co redu-
kuje skutecznosé lekow.

Obecnie HAART jest trojlekowa terapig z wyko-
rzystaniem gtownie dwoch inhibitorow odwrotnej
transkryptazy i proteazy. Badana jest przydatno$é
kombinacji kilku preparatéw nalezacych do réznych
klas inhibitoré6w w odmienny sposéb hamujacych re-
plikacje HIV (np. inhibitory odwrotnej transkrypta-
zy, proteazy, integrazy, inhibitory oddziatywania
biatko Tat-TAR RNA). Ma to duze znaczenie ze
wzgledu na pojawianie sie u wirusa opornosci krzy-
zowej. Jezeli szczepy HIV rozwing oporno$¢ na
dziatanie jednego leku czesto sg niewrazliwe na inne
preparaty nalezace do tej samej grupy inhibitoréw.

Prace koncentrujg sie rGwniez na potgczeniu tera-
pii HAART z jednoczesng aktywacjg uktadu immu-
nologicznego.

Pomimo postepu jaki dokonat sie w walce z wiru-
sem HIV nadal nie ma skutecznych metod terapeu-
tycznych, ktére chronityby przed zakazeniem lub
prowadzity do catkowitego wyleczenia. Jednak
niewatpliwym sukcesem stosowanych terapii w tym
HAART jest to, ze pomagajg w zachowaniu zdrowia i
w znacznym stopniu wydtuzajg zycie zakazonym.
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Zastosowanie

rybozymow
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czynnikow przeciwwirusowych

The application of the hammerhead ribozymes as

antiviral tools

MARZENA ROLA1JACEK KUZMAK?2

Spis tresci:

l.  Wstep
1. Typy katalitycznych RNA
11-1. Rybozymy samotngce
11-2. Rybozymy zdolne do samodzielnego wycinania sie
11-3. Rybonukleaza P
I11. Rybozymy “hammerhead”
111-1. Identyfikacja miejsca ciecia dla rybozymow
111-2. Wprowadzanie rybozymoéw do komorek
111-2.1. Egzogenna strategia wprowadzania rybo-
zymow do komorek
111-2.2. Endogenna strategia wprowadzania ry-
bozyméw do komorek
IV. Zastosowanie rybozymoéw “hammerheadf’ jako czyn-
nikow przeciwwirusowych
V. Uwagi konhcowe

Wykaz stosowanych skrotow: ASBV — wiroid skazy
stonecznej awokado (ang. Avocado Sunblotch Viroid), BLV
— wirus biataczki bydta (ang. Bovine Leukemia Virus), CAT
— transacetylaza chloramfenikolowa (ang. cloramphenicol
acetyl transferase), FMDV — wirus pryszczycy (ang. Foot
and Mouth Disease Virus), HBV — wirus zapalenia watroby
typu B (ang. Human Hepatitis B Virus), HCV — wirus zapa-
lenia watroby typu C (ang. Human Hepatitis C Virus), HDV
— wirus zapalenia watroby typu D (ang. Human Hepatitis
Delta Virus), HIV-1 — ludzki wirus niedoboru odpornosci
typu 1(ang. Human Immunodeficiency Virus type i), hGH —
ludzki hormon wzrostu (ang. human growth hormone),
hnRNA — heterogenny jadrowy RNA (ang. heterogenous
nuclear RNA), HTLV-1 — wirus biataczki limfocytamej
typu I (ang. Human T-cell Leukemia Virus type | ), HVJ —ja-
ponski wirus hemaglutynyjacy (ang. Hemagglutinating
Virus of Japan), IRES — miejsce wewnetrznej inicjacji
translacji (ang. internal ribosome entry site), LCMV — wi-
rus zapalenia opon moézgowych i splotdw naczyniéwkowych
(ang. Lymphocytic Choriomeningitis Virus), LTR — dtugie
powtorzenia koncowe (ang. Long Terminal Repeats), MHV
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— wirus zapalenia watroby myszy (ang. Mouse Hepatitis
Virus), Mo-MLV — wirus biataczki mysiej Moloneya (ang.
Moloney Murine Leukemia Virus), MOMSV — wirus miesa-
ka mysiego Moloneya (ang. Moloney Murine Sarcoma
Virus), PPV — wirus ospowatosci $liw (ang. Plum Pox
Virus), PV — wirus polio (ang. polioyirus), PSTVd — wiro-
id wrzecionowatosci bulw ziemniaka (ang. Potato Spindle
Tuber Viroid), RNaza P — rybonukleaza P, RSV — wirus
miesaka Rousa (ang. Rous Sarcoma Virus), sSBYDV — sate-
litarny RNA nici (+) i (-) wirusa zotej kartowatos$ci jeczmie-
nia (ang. satellite RNAs ofBarley Yellow Dwarf Virus), snR-
NA — mate jadrowe RNA (ang. small nuclear RNA), STRSV
— satelitarny RNA nici (+) wirusa plamistosci tytoniu (ang.
satellite RNAs of Tobacco Ringspot Virus), SV40 — wirus
matpi 40 (ang. Simian Virus 40), UTR — region nie ule-
gajacy translacji (ang. untranslated region).

I. Wstep

Wyrazenie ,,Swiat RNA” zostato po raz pierwszy
uzyte, by opisa¢ hipotetyczne stadium w procesie
powstawania zycia, w ktérym biatka nie byty jeszcze
obecne, a czasteczki RNA petnity role enzymoéw i
zdolnych do replikacji no$nikdw informacji
genetycznej. Biochemiczng skamieniatoscig pocho-
dzgcg z tamtego okresu sg katalityczne kwasy
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rybonukleinowe, wcigz zazdro$nie strzegace swych
tajemnic przed wspdéiczesnym Swiatem. Przetomo-
wym momentem w badaniach nad katalitycznymi
wiasciwosSciami RNA byto odkrycie Cecha iwsp.
dotyczace intronu zawartego w prekursorowym
rRNA Tetrahymena thermophila, ktéry ma zdolnos¢
samodzielnego wycinania sie bez jakiegokolwiek
udziatu biatek [1]. Od tego czasu terminem ,rybo-
zym” okreSlamy krotkie czasteczki RNA posia-
dajace zdolno$¢ przeprowadzania reakcji auto-
katalizy bez udziatlu biatek, a takze ligacji zhy-
drolizowanych, miedzynukleotydowych wigzan
fosfodiestrowych. Wywotana przez nie reakcja jest
specyficzna i przebiega zgodnie z zatozeniami teorii
Michaelisa-Menten [2],

Il. Typy katalitycznych RNA
I1-1. Rybozymy samotngce

W3rod katalitycznych czasteczek RNA wyrdznia-
my rybozymy samotnace (ang. self-cleaving ribozy-
mes). Maja one zdolno$¢ do przeprowadzania auto-
katalitycznej reakcji bez jakiegokolwiek udziatu
biatek. Cechg charakterystyczng produktow po-
wstajgcych na skutek ich aktywnoSci jest obecno$é
2’, 37 cyklicznego fosforanu na kohcu jednego z
nich, za$ 5’ koniec drugiego tworzy grupa hydroksy-
lowa. Rybozymy samotngce tworza domeny katali-
tyczne o roznym ksztatcie. Niektére z nich majg
ksztatt ,gtowki miotka”, stad nazwa rybozymy
,.hammerhead”. Sg one reprezentatywne dla nici (+) i
(-) wiroidu skazy stonecznej awokado (ASBV), sate-
litarnego RNA nici (+) wirusa pierScieniowatej pla-
mistosci tytoniu (STRSV) i z6kej kartowatosci jecz-
mienia (sBYDV), oraz niektérych wirusoidoéw [3].

Cechg charakterystyczng tej grupy rybozymow
jest drugorzedowa struktura centrum katalitycznego
tworzona przez ni¢ (-) wspomnianego wirusoida
(sSTRSV) o ksztatcie szpilki (ang. hairpin ribozyme)
[4].

Zupeinie innym typem rybozymu samotnacego
jest wirus zapalenia watroby typu D (HDV). Jego ak-
tywna katalitycznie domena przyjmuje formy nig-
dzie wczesniej nie obserwowane — liscia koniczyny
(ang. ,,cloverleaf’), pseudowezta (ang. pseudoknot-
like structures) czy gtowki strzatki (ang. axehead)
[5-7]. Wirus HDV posiada wiele cech wiroidéw, wi-
rusoidow i satelitarnych RNA. Jego genom charakte-
ryzuje sie obecnos$cia komplementarnych fragmen-
téw, waznych dla replikacji wirusa. Replikacja wiru-
sa HDV, podobnie jak u przedstawicieli grupy rybo-
zymoéw ,,hammerhead” i ,,hairpin”, zachodzi wediug

POSTEPY BIOCHEMII 47(4), 2001

mechanizmu toczgcego sie kota, ajego obydwie nici,
sensowna i antysensowna, wykazujg aktywnos$¢ au-
tokatalityczng [8].

RNA o dtugosci 881 nukleotydow, ktéry jest tran-
skryptem plazmidowego DNA, wystepujacego w mi-
tochondriach Neurospora, tagczy w sobie cechy auto-
katalitycznego RNA wirusa HDV, satelitarnych
RNA, jak réwniez intronéw grupy I. Produkty prze-
prowadzanych przez niego katalitycznych reakcji za-
chowuja charakterystyczne dla rybozymoéw sa-
motngcych zakonczenia, cho¢ ksztalt aktywnej
struktury drugorzedowej jest najbardziej zblizony do
intronéw grupy | [9,10].

11-2. Rybozymy zdolne do samodzielnego
wycinania sie

Inaczej niz w wypadku poprzedniej grupy, aktyw-
nosc¢ tej klasy rybozymoéw doprowadza do powstania
produktéw z koncami — 5°- fosforanowym i 3’- hy-
droksylowym. Wyr6znia sie tu introny grupy lill. W
wypadku intronéw grupy | do rozpoczecia reakcji sa-
mowycinania potrzebna jest guanozyna lub jej inna
ufosforylowana posta¢ GMP, GDP badZ GTP. Grupa
3’-OH wspomnianej guanozyny, dokonuje ,ataku
nukleofilowego” na a-fosfor wigzania fosfodiestro-
wego, znajdujacego sie pomiedzy egzonem | i intro-
nem, a nastepnie faczy sie z ostatnim nukleotydem
egzonu 5°. Nowoutworzona w ten spos6b grupa
37-OH reaguje nastepnie z fosforem wystepujacym w
wigzaniu pomiedzy drugim koncem intronu a egzo-
nem Il. W wyniku dwuetapowej transestryfikacji
uwalniany jest intron w formie liniowej [11]. Przed-
stawicielem tej grupy jest pierwszy poznany rybo-
zym — intron genu 26S rRNA Tetrahymena ther-
mophila [1],

Introny grupy Il pochodzg z genéw mitochon-
drialnych grzybow i ro$lin. W przeprowadzanych
przez nie reakcjach nie jest konieczny udziat wol-
nych nukleotydéw. Inicjacja procesu samowycinania
dokonuje sie poprzez atak nukleofilowy grupy
2’-OH adenozyny, umiejscowionej we wnetrzu in-
tronu, na wigzanie fosfodiestrowe styku 5’ egzon-in-
tron. W koncowej fazie reakcji autokatalitycznej na-
stepuje potaczenie egzondéw i uwolnienie intronu w
ksztatcie lassa (ang. lariat) [11].

Innymi czasteczkami o wiasciwosciach katali-
tycznych sg mate jadrowe RNA (sn RNA) i biatka
wchodzgce w sktad spliceosomu. Poprzez wycinanie
intronéw z heterogennego jadrowego RNA (hn
RNA) zapewniajg one powstanie funkcjonalnego
produktu genu. Wobec tego, ze mechanizm reakcji
zblizony,jest do mechanizmu samowycinania intro-
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néw grupy Il, uwaza sie, iz skladanie jadrowego
pre-mRNA jest wynikiem ewolucji tego ostatniego
procesu [11].

Redagowanie RNA (ang. editing) polegajace na
potranskrypcyjnej insercji, delecji badz modyfikacji
okreslonych nukleotyddw, to kolejny poziom
regulacji ekspresji genéw u Eucaryota. Uczestniczy
w nim RNA zwany przewodnim (ang. guide RNA).
Sg to krétkie czasteczki RNA (ok. 40 nukleotyd6ow)
zawierajace na 3’ koncu fragment poli (U). Propo-
nuje sie wiele modeli redagowania transkryptow.
Jeden z nich, zaproponowany przez Cecha,
zblizony jest do wycinania intronéw grupy | [12].

11-3. Rybonukleaza P

RNaza P, po raz pierwszy opisana w 1983 roku
przez Allmana iwsp.,jest enzymem, ktory bierze
udziat w dojrzewaniu tRNA. Jest ona ztozona z
biatka oraz czasteczki RNA. Wyniki badan wska-
zuja, ze in vitro, podjednostka RNA w obecnosci
wysokiego stezenia jonéw Mg, moze przeprowadzié
reakcje katalityczng bez udzialu kofaktora
biatkowego. Produktem reakcji jest ufosforylowany
5’ koniec tRNA. Sktadnik biatkowy jest wymagany
do przeprowadzenia reakcji przez RNaze P in vitro i
in vivo w fizjologicznym stezeniu jonéw Mg [13].

W pracy tej charakterystyka typow katalitycznych
RNA zostata przedstawiona tylko w zarysie. Szerzej
zagadnienia te w polskim pismiennictwie zostaly
omowione w pracach przeglagdowych innych auto-
row [14-16].

I11. Rybozymy “hammerhead”

Najwiecej uwagi poSwieca sie rybozymom ,,ham-
merheacT\ najmniejszym ws$rdéd Kkatalitycznych
RNA. Naturalnie wystepujg one wewngatrz wirusoéw
RNA, gdzie dziatajg w uktadzie cis podczas
replikacji RNA, zachodzacej, jak juz wspomniano,
wedtug mechanizmu toczacego sie kota (Ryc. la) [2,
11]. Rybozym i substrat stanowia wtedy jedna
catos¢. Zaobserwowano réwniez, ze proces rybo-
nukleolitycznego trawienia moze zachodzi¢ takze w
uktadzie trans. Wtedy to, odmiennie niz w uktadzie
cis, substrat i enzym sg oddzielnymi czgsteczkami
(Ryc. 1b) [18].

Zachowanie sekwencji nukleotydowych i homo-
logia struktury drugorzedowej utworzonej przez nici
(+) jak i (-) RNA wspomnianego juz wiroida skazy
stonecznej awokado (ASBV), pozwolito na ustalenie
charakterystycznej struktury dla rybozymoéw sa-
motnacych o centrum aktywnym, przypominajacym
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»gtowe miotka” [19]. Jest ona utworzona przez trzy
helikalne ramiona. Dwa z nich, | i lll, ktérych skfad
nukleotydowy nie jest Scisle zachowany, sg odpo-
wiedzialne za komplementarne wigzanie sie rybozy-
mu z substratem. Ramie Il wraz z jednoniciowym
fragmentem tworzacym rdzen jest bezposrednio za-
angazowane w przeprowadzenie reakcji katalitycz-
nej. Centrum aktywne sktada sie z konserwatywnych
nukleotydéw niezbednych dla zachowania aktywno-
Sci rybonukleolitycznej. Réwnie istotne jest wyste-
powanie co najmniej dwoch par zasad w helisie I, ze

a) | I

R II IX
IX
G
A v
Ao IC
Ay \
A Gz \ X
A GGCC XX X=X X
A c GG Y ) (A 8 ¢ Y
G Ay Cy Y
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L ¢ G G &% ¢ A 4% G R 38 (R
R III A C RI1
Ay J
G M Gy
(o G Gy As
c G v
G, .C Ryb
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Ryc. 1. Budowa rybozyméw ,hammerhead’aktywnych w pozycji ,,cis”
(@) i ,trans” (b) wg. pracy De-Min Zhou i wsp. [17].
Gwiazdki oznaczajg komplementarne pary zasad, strzatki —
miejsce, w ktérym zachodzi reakcja rozszczepiania wigzan fos-
fodiestrowych, R I, R II, R Ill — ramiona rybozymu, Sub —
substrat, Ryb — rybozym. Wyttuszczonym drukiem zaznaczo-
no pary zasad niezbedne do zachowania aktywnosci centrum
katalitycznego rybozymu ,,hammerhead".

szczegblnym uwzglednieniem pary G-C, zamy-
kajacej helise w pozycji 10 i 11 [3, 20].

Dostepne dane wskazuja, ze ciecie zachodzi za
specyficznie rozpoznawang sekwencjg tréjnukleoty-
dowag substratu, ktorg najczesciej jest GUC [20]. W
pierwszym etapie reakcji autokatalizy nastepuje aso-
cjacja obu oligorybonuleotyd6éw, a nastepnie hydro-
liza wigzania fosfodiestrowego. Podkres$la sie fakt, iz
podczas katalitycznego ciecia tylko substrat ulega
przeksztatceniom za$ sam rybozym, uwalniany po
przeprowadzonej reakcji, jest stale aktywny (Ryc. 2.)
[18].
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Reakcja rybonukleolityczna zachodzi w drodze
transestryfikacji. Rozszczepienie wigzania pomie-
dzy nukleotydarni nastepuje poprzez atak nukleofilo-
wy grupy 2’-OH na najblizsze wigzanie fosfodiestro-
we. W efekcie powstaja dwa produkty — jeden, za-
konczony 2’, 3’cyklicznym fosforanem, drugi —
grupg OH na 5’ koncu. Hydroliza przeprowadzana
przez rybozymy “hammerheacT’ zwigzana jest z in-
wersjg konfiguracji na atomie fosforu, a wiec po-
wstaniem pieciowarto$ciowego stanu przejsciowego
[22, 23]. Wazng role w zachodzacej reakcji odgry-
wajgjony metali. Zapewniajg one utrzymanie aktyw-
nej konformacji rdzenia katalitycznego, a poza tym

W prowadzenie rybozymu

I11-1. Identyfikacja miejsca ciecia dla rybozymaéw

W doborze miejsca ciecia dla rybozymow zasad-
nicza role odgrywa sekwencja tréjnukleotydu, za
ktdra to ciecie zachodzi. Stosowana jest tu “reguta
NUH” gdzie N — moze by¢ kazdym z nukleotydow,
U — to urydyna za§ H — to kazdy z nukleotyddéw z
wyjatkiem guanozyny [25]. Przyjmuje sie, ze skiad
sekwencji otaczajgcych NUH nie wywiera wptywu
na sama reakcje rozszczepienia. Zaobserwowano
jednak, ze wystepowanie dwukrotnie powtdrzonej
sekwencji UA od strony 3’ zwieksza jej wydajnosé
10 krotnie [26].

(transfekcja RNA lub transkrypcja cDNA)

Powstanie substratu
(transkrypcja)

substrat

GuC

substrat

3'OH

Specyficzne W zanie
rybozymu z substratem

Reakcja rozszczepienia ‘]

s'p

rybozym
Y'OH T s'P \
rybozym

Uwolnienie rybozymu
i oddysocjowanie produktéw

sp = Ly

Fragment 5"

sg kofaktorami przeprowadzanej reakcji. Jony dwu-
wartosciowe takie jak: Mg2+ Mn2+, Ca2+ Co2+ a ta-
kze w mniejszym stopniu Sr2+i Ba2+ spetniajg oby-
dwie te funkcje w odréznieniu od Cd2+i Zn2+ uczest-
niczacych w reakcji jedynie jako kofaktory [24],
Planujac zastosowanie rybozymow jako czynni-
kéw przeciwwirusowych niezbedne jest wybranie re-
gionu genomu wirusa nie podlegajagcego mutacjom
oraz odgrywajacego zasadnicza role w replikacji lub
samym procesie zakazenia komorki. Wybrany frag-
ment wirusowego RNA musi poza tym zawierac
okreslone trzy nukleotydy rozpoznawane przez ry-
bozymy a takze, co jest bardzo wazne dla zajscia re-
akcji rybonukleolitycznej, nie powinien zawieraé
struktur drugorzedowych. Na podstawie sekwencji
takiego regionu ustala sie sktad nukleotydowy rybo-
zymu, a nastepnie bada sie jego aktywnos$¢ w
uktadzie komérkowym i pozakomdrkowym.
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3
s/

Produkty

Ryc. 2. Schemat wprowadzenia i katalitycz-
nego dziatania rybozymu ,,hammer-
head” wg. pracy Menke i
Hobom [21]

Fragment 3'

Aktywno$¢ rybozymu oraz specyficzno$¢ prze-
prowadzanej reakcji uwarunkowana jest diugoscia
jego ramion. Zbyt krotkie ramiona 1 i 11l mogga byé
przyczyna utraty swoistosci rybozymu, zas ramiona
zbyt ditugie zmniejszajg szybko$¢ oddysocjowywa-
nia produktéw, co w konsekwencji prowadzi do za-
blokowania katalitycznych witasciwosci czasteczek
RNA. Wydaje sie, ze jesli chodzi o specyficznos¢ re-
akcji dtugos$¢ ramienia koninca 3’ rybozymu jest bar-
dziej krytyczna niz konca 5’ [23, 27]. Z analizy da-
nych wynika, ze optymalna dtugo$¢ helisy 1i Il to
7-8 nukleotyddéw [28].

I11-2. Wprowadzanie rybozymdéw do komérek

Wyrdznia sie dwie strategie wprowadzania rybo-
zymow do komérek eukariotycznych — egzo- i en-
dogenng., Podstawg ich wyrdznienia jest rodzaj
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wprowadzanego materiatu. W przypadku strategii
egzogennej jest to syntetyczny fragment RNA
bedacy rybozymem, za$ w przypadku endogennej —
do komérki za pomocg wektora ekspresyjnego wpro-
wadzany jest cDNA kodujacy rybozym, ktéry zosta-
je przepisany na RNA przy udziale polimeraz komaér-
kowych.

111-2.1. Egzogenna strategia wprowadzania rybozymoéw
do komorek

RNA rybozymu jest syntetyzowane chemicznie
(fahcuchy o diugosci okoto 30-40 nukleotyddw)
badz enzymatycznie przy pomocy polimeraz RNA
(SP6 czy T7) transkrybujacych matrycowe DNA w
uktadzie pozakomérkowym [29]. Moze ono zostac
wprowadzone do komorki za pomocg standardowych
metod tj. poprzez elektroporacje oraz za posrednic-
twem liposomoéw czy tez bezpos$rednio przez iniek-
cje [21, 23]. Pierwszym krokiem, ktory nalezy
podja¢ w stosunku do wprowadzanego materiatu,
jest jego odpowiednia modyfikacja pozbawiajgca
RNA wolnych grup 2’-OH. Zapewnia ona uzyskanie
opornosci na komérkowe nukleazy, aco za tym idzie,
wydtuza okres péttrwania w komorce danej czastecz-
ki rybozymu. Najcze$ciej stosowanymi podstawni-
kami sg: 2’-deoksy, 2’-fluoro, 2’-0-metylo-,
2’-0-allilo- oraz 2’-amino pochodne [30]. Modyfi-
kacje te obejmujg réwniez podstawienie przez 2’-flu-
orocytydyne nukleotydéw znajdujacych sie poza re-
gionem katalitycznym, a takze wprowadzenie
wigzan fosforotionowych na miejsce fosfodiestro-
wych [21]. Bardzo wazne jest jednak, zeby wprowa-
dzane modyfikacje nie pozbawity rybozymu jego
wiasnej aktywnosci [31].

Wydaje sig, ze zastosowanie liposomdéw kationo-
wych jako no$nikéw jest najbardziej efektywnym
sposobem wprowadzenia katalitycznych czasteczek
RNA do komorki. Jest to mozliwe dzieki od-
dziatowywaniom elektrostatycznym pomiedzy do-
datnio natadowanym nos$nikiem materiatu genetycz-
nego, a ujemnie natadowang btong komorkowa. Po-
brany materiat na skutek destabilizacji i rozpadu en-
dosomu jest uwalniany do cytoplazmy [32]. Warto
tez dodac, izjuz sama asocjacja z liposomami zabez-
piecza katalityczne RNA przed aktywnoscia
zewngtrzkomorkowych rybonukleaz [31].

Gtéwnym mankamentem tej metody jest brak sta-
bilnej ekspresji wprowadzonego do komérki rybozy-
mu. Stosujac te technike nie uzyskuje sie wystar-
czajgcego stezenia rybozymu w komérce. Jest to spo-
wodowane zbyt niskg efektywnos$cig pobierania
RNA a takze jego degradacjg w Srodowisku komor-
kowym [29]. Zastosowanie liposomdw kationowych
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w przypadku linii komérkowych THP-1, HeLa/LAV
zakazonych wirusem HIV-1 nie pozwolito na obniz-
enie syntezy wirusowego biatka p24. Zaobserwowa-
no ponadto niespecyficzne dziatanie rybozyméw
zwigzanych z no$nikami kationowymi, a zwieksze-
nie dawki tych ostatnich stato sie cytotoksyczne dla
badanych komdrek [33].

111-2.2. Endogenna strategia wprowadzania rybozymow
do komdrek

Strategia ta stwarza mozliwos$¢ skutecznej trans-
fekcji prawie wszystkich docelowych komérek. Za-
stosowanie r6znego rodzaju promotoréw umozliwia
regulowanie poziomu ekspresji cDNA rybozymu, a
uzycie selekcyjnych genéw markerowych pozwala
na wyprowadzenie linii komorkowych, konstytutyw-
nie syntetyzujacych czasteczki katalitycznego RNA
[29]. W metodzie tej jako nosniki sekwencji nukle-
otydowych rybozyméw wykorzystywane sg rézne
wektory. Do najczesciej stosowanych nalezg wekto-
ry retrowirusowe, ktore stwarzajg mozliwos¢ trans-
fekcji licznych typéw komorek i poprzez integracje
wprowadzanego materiatu genetycznego umozli-
wiajg dtugotrwalg ekspresje rybozymu [34]. Kolej-
nym nos$nikiem sg wektory adenowirusowe, ktére
podobnie jak retrowirusy, posiadaja zdolnosé zaka-
zania wielu typéw komérek. Adenowirusy nie ule-
gaja jednak integracji z DNA jadrowym i indukuja
silng odpowiedz komorkowg organizmu wobec wek-
tora [31, 34]. Zastosowanie kaset ekspresyjnych daje
mozliwo$¢ uwzglednienia niezwykle waznych wa-
runkéw dla ekspresji rybozymow. Naleza do nich ini-
cjacja, terminacja i regulacja procesu transkrypcji
sekwencji kodujacej rybozym, a takze stabilizacja i
lokalizacja powstatego transkryptu [23,31]. Najcze-
$ciej stosowanymi promotorami sg promotor genu
polimerazy Il, pozwalajgcy na tkankowo specyficzng
ekspresje rybozymu oraz promotor genu polimerazy
I, ktory zapewnia wysoki poziom ekspresji wpro-
wadzanego rybozymu [31].

IV. Zastosowanie rybozymow ,,hammer-
head” jako czynnikéw przeciw-
wirusowych

Rybozymy ,,hammerhead'l, sa najmniejszymi
wsrod katalitycznych RNA. Ze wzgledu na swoja
wielko$¢ stanowig one odpowiedni materiat do
syntezy chemicznej czy wprowadzania ich do
poszczegolnych wektordw [35]. Jakie pozostate
cechy przemawiajg za wykorzystaniem ich jako
czynnikéw przeciwwirusowych? Z przedstawionych
wcze$niej danych wynika, ze rybozymy ,hammer-
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head” sg dobrze scharakteryzowane pod wzgledem
zasad doboru sekwencji i regionu wirusa, ktory
stanowitby miejsce docelowe dla rybozymu, skfadu
nukleotydowego aktywnego centrum katalitycznego
czy parametrow Kkinetycznych przeprowadzanych
reakcji [36]. Sa one aktywne rowniez w uktadzie
trans, a ich wysoka specyficzno$¢, minimalna cyto-
toksycznoS$¢ niewatpliwie wskazujg na skuteczng i
przede wszystkim bezpieczng mozliwos$¢ wykorzys-
tania ich jako czynnikéw przeciwwirusowych [18,
35].

Najwczes$niej pojawito sie doniesienie dotyczace
aktywnoS$ci rybonukleolitycznych RNA w ukladzie
pozakomérkowym, w ktérym opisano specyficzng
reakcje przeprowadzang przez 19 nukleotydowy ry-
bozym, dla ktérego substratem byt inny, 24 nukleoty-
dowy fragment RNA [2].

Po raz pierwszy Cameron i Jennings [37]
zaobserwowali, ze rybozym dzieki swojej zdolnosci
do rozszczepiania egzogennego RNA, moze
hamowac ekspresje specyficznego genu rowniez w
uktadzie komérkowym. W przeprowadzonym przez
nich doswiadczeniu uzyto sekwencje genu cat (trans-
acetylazy chloramfenikolowej), kt6rg wprowadzono
do niekodujacego regionu 3’ genu lucyferazy,
bedacego pod kontrolg wczesnego promotora wirusa
SV 40. Konstruktem takim transfekowano
komérki linii COSI, a nastepnie kontran-
sfekowano je plazmidem zawierajgcym DNA
kodujacy rybozym skierowany przeciwko mRNA
CAT. W uktadzie takim ekspresja genu cat byta
zahamowana o 30%.

Wzrost zainteresowania wirusem HIV przyczynit
sie do rozwoju badan nad potencjalnym
wykorzystaniem rybozymow jako czynnikdw
przeciwwirusowych. Dostarczyly one nowych
informacji pozwalajacych na lepsze zrozumienie
dziatania  katalitycznych  czgsteczek RNA i
efektywniejsze ich zastosowanie. Sun i wsp. [38]
planujagc  strategie przeciwwirusowego uzycia
rybozyméw wykorzystali funkcjonalne i struktu-
ralne znaczenie sekwencji 'P dla dojrzewania
wirionow retrowiruséw. Zastosowano ja w bada-
niach w uktadzie pozakomérkowym, a jako model

postuzyt wirus biataczki mysiej Moloneya
(Mo-MLV). Do dalszych badan uzyto komarki linii
NIH 3T3 zakazone wirusem Mo-MLV, trans-
fekowane wektorem pSV2neo, zawierajgcym

rybozym przecinajagcy RNA w obrebie sekwencji T.
Zaobserwowano zahamowanie replikacji wirusa o
80%. Zastosowanie podobnego konstruktu w
komorkach zakazonych wirusem HIV-1 spowo-
dowato obnizenie produkcji wirusowego biatka p24

POSTEPY BIOCHEMII 47(4), 2001

0 90%, a takze opOZnienie tworzenia syncytiow.
Bramlage i wsp. badali aktywno$¢ rybozyméw
»hammerhead”, rozpoznajacych specyficznie
sekwencje w regionie LTR wirusa HIV-1[39]. Kiedy
badano ekspresje genu wskaznikowego lucyferazy,
znajdujacego sie pod kontrola promotora LTR
wirusa HIV -1, w linii komérkowej Hel a, zostata ona
obnizona wskutek aktywnosci katalitycznych RNA
od 61 do 87% w zaleznoS$ci od uzytego rybozymu.
Podobnie Dropuli¢ i wsp. [40] wykorzystali
rybozym tngcy RNA wirusa HIV-1 w regionie LTR.
Uszkodzenie sekwencji U5 LTR, a przez to
pozbawienie mMRNA zakohczenia m7G, unie-
mozliwia prawidtowy i wydajny przebieg procesu
translacji.  Specyficzng aktywno$¢ rybozymu
wykazano zaréwno w uktadzie pozakomoérkowym,
jak iw komorkach linii HelLa, gdzie zaobserwowano
zahamowanie procesu namnazania sie wirusa HIV-1.
Niestety rybozym byt aktywny tylko przez okres 1
tygodnia, poniewaz pOzniej poziom wirusa w
hodowli komorkowej znaczaco wzrastat.
Przypuszcza sie, ze przyczyng tego zjawiska byta
duza zmienno$¢ wirusa HIV. Rozwigzaniem tego
problemu mogtoby byé zastosowanie rybozyméw
rozpoznajacych rozne docelowe sekwencje wirusa
(ang. multitarget ribozyme constructions) [21]. Sato
tak zwane rybozymy ,drugiej generacji”.
Udoskonalenie ich dziatania polega na
zaprojektowaniu takiego zestawu rybozymadw, ktore
jednoczes$nie mogtyby rozpoznawac rézne docelowe
sekwencje wirusa. Wtedy, jesli wjednym z regionow
nastgpitaby mutacja, nie pozwalajgca na specyficzne
rozpoznanie danej pozycji rozszczepienia, pozostate
rybozymy dziatatyby w innych, niezmienionych
miejscach. Za przyktad moze postuzy¢ grupa Kilku
rybozymoéw, potgczonych w tandem, skierowanych
przeciwko poszczeg6lnym sekwencjom zawie-
rajagcym region GUC, zlokalizowanym w RNA genu
env wirusa HIV [41]. Takie rybozymy potaczone
kowalencyjnie, z ktérych kazdy posiadat 8
nukleotydowe regiony flankujgce, wykazywaty
aktywnos$¢ rybonukleolityczng w uktadzie poza-
komoérkowym. Dzieki zastosowaniu tej strategii w
odniesieniu do komorek linii HeLa uzyskano istotne
zahamowanie tworzenia syncytiow oraz
zmniejszong ekspresje biatka p24 wirusa HIV. Inny
konstrukt tego rodzaju, zwany ,shot-gun”, opisali
Okhawa iwsp. [42]. Uzyli oni kilku rybozymow
,Lhammerhead” rozpoznajgcych rézne docelowe
regiony wirusa HIV. Ich sekwencje zostaty
wbudowane w kasety ekspresyjne tRNA, polaczone
ze sobg w taki spos6b, ze pomiedzy nimi
wystepowaly jeszcze rybozymy dziatajagce w
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ukfadzie cis. Rolg tych ostatnich byto przepro-
wadzenie autokatalitycznego rozszczepienia
»2tgczy”. W ten sposéb uzyskano 5 rybozymoéw
,hammerhead” tngcych niezaleznie ijednoczesnie w
uktadzie trans docelowe RNA wirusa HIV-1.
Rybozymy, jako czynniki przeciwwirusowe moga
by¢ zastosowane réwniez na zupetnie innym etapie
procesu zakazenia komoérki wirusem. Dzieki ich
aktywnosci moze dojs¢ do hamowania wigzania i
fuzji wirusa z komorkg gospodarza. Miejscem
zakotwiczenia sie wirusa HIV-1, ktéry
charakteryzuje sie¢ tropizmem do makrofagow, jest
receptor CCR5, znajdujacy sie na powierzchni
komoérek docelowych. Cagnon i Rossi [43]
zaprojektowali rybozym specyficzny wobec mRNA
tego receptora, ktory nastepnie zostat wprowadzony
za pomocg kasety ekspresyjnej, zawierajgcej
promotor genu polimerazy RNA 1ll, do linii
komorkowej HOS.CD4.CCR5. Zaobserwowano
70% ograniczenie ekspresji receptora CCR5, a przez
to widoczne zahamowanie procesu namnazania sie
wirusa HIV, wykazujgcego tropizm do makrofagdow.
W kolejnych badaniach wykorzystano trimer
rybozymow rozpoznajgcy trzy rézne miejsca w
mRNA dla receptora CCR5. Jego aktywnosé
wplyneta zarébwno na obnizenie poziomu mRNA, jak
i infekcyjnosci wirusa. Gdy potaczono dziatanie
trimeru z kolejnym rybozymem przecinajacym
mRNA genoéw regulatorowych tat-rev zaobser-
wowano obnizenie infekcyjnosci wirusa w linii
komérkowej HOS.CD4/CCR5. Gdy konstrukt ten
wprowadzono do macierzystych komérek krwio-
tworczych CD34, komorki te réznicowaty sie do
makrofagow, ktére z kolei wykazywaty opornos¢ na
zakazenie wirusem HIV-1, charakteryzujagcym sie
tropizmem do tego typu komoérek [44].

Strategie tandemowych rybozymow wykorzysta-
no réwniez w badaniach nad wirusem grypy, ktory
podobnie jak wirus HIV charakteryzuje sie duzym
stopniem zmiennos$ci. Genom wirusa grypy typu A to
8 jednoniciowych segmentéw RNA zakoniczonych
wysoce konserwatywnymi regionami, ktére stano-
wig odpowiednie miejsce dla zwigzania aktywnych
rybonukleolitycznie czgsteczek RNA. Bliskie
sgsiedztwo dwéch miejsc GUC na 5’ koncu 5 seg-
mentu pozwolito na zaprojektowanie rybozymu-tan-
demu zawierajgcego dwa centra katalityczne. Sku-
tecznos¢ tego konstruktu ijego wyzszo$¢ nad rybo-
zymem hydrolizujacym tylko jedno wigzanie fosfo-
diestrowe potwierdzono w uktadzie komdérkowym,
gdzie uzyskano 96-99% ograniczenie replikacji wi-
rusa grypy typu A [45]. Uktad podwdjnego rybozy-
mu zastosowano réwniez w badaniach nad wirusem
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pryszczycy (FMDYV), ktory takze charakteryzuje sie
duzg zmiennoS$cig genetyczng [46].

Wykorzystanie wektora retrowirusowego do
wprowadzania sekwencji rybozymu opisali Lo-
wenstein i Symonds [47]. Autorzy ci zastoso-
wali wektor LNL6, skonstruowany na bazie wirusa
biataczki mysiej Moloneya (Mo-MLV), w ktérym re-
gion 5’LTR i sekwencja 'F pochodzita z wirusa mie-
saka mysiego (MoMSV). Dzieki tej modyfikacji ry-
bozym, dla ktérego substratem jest wtasnie sekwen-
cja % specyficznie rozpoznawat i rozszczepiat RNA
wirusa Mo-MLV. Konstrukcja taka wykazata
dziatanie przeciwwirusowe takze po wprowadzeniu
do zakazonych komdrek linii NIH 3T3.

Innym wirusem, ktérego mRNA stato sie substra-
tem dla rybozymoéw, byt wirus biataczki bydta
(BLV). Transkrypcja prowirusowego DNA-BLV
uzalezniona jest od obecnosci dwdéch biatek Tax i
Rex. Aby okresli¢ wptyw aktywnych katalitycznie
czagsteczek RNA na proces replikacji wirusa BLV
zsyntetyzowano dwa rybozymy, rozpoznajace jako
substrat mRNA rex/tax. W warunkach pozakomor-
kowych tylko jeden z nich rozszczepiat mMRNA genu
tax. Gdy sekwencje tego rybozymu wklonowano do
wektora eukariotycznego, w ktorym jego ekspresja
byta regulowana przez promotor wirusa miesaka Ro-
usa, a nastepnie taki konstrukt wprowadzono do ko-
morek ptuc nietoperza zakazonych BLV, zanotowano
obnizenie aktywnos$ci odwrotnej transkryptazy o
90% i zmniejszenie o0 61% produkcji wirusowego
biatka p24 [48].

Mae da i wsp. [49] zaprojektowali rybozymy
rozpoznajace jako substrat RNA kodujacy polimera-
ze RNA zalezng od RNA wirusa zapalenia watroby
myszy (MHV), petniacej krytyczna role wjego repli-
kacji. Aby zapewni¢ wysoki poziom ekspresji katali-
tycznego RNA sekwencja rybozymu zostata wklono-
wana do wektora ekspresyjnego pEF321-T i umiesz-
czona pod kontrolg promotora genu dla ludzkiego
czynnika elongacyjnego la. Wykazano, ze w zaka-
zonych komorkach, gdzie wystepowata aktywnos$¢
odpowiedniego rybozymu, produkcja czastek wirusa
MHYV, mierzona testem tysinkowym, ulegta znaczne-
mu obnizeniu. Zahamowaniu podlegat réwniez pro-
ces tworzenia syncytiow.

Wirus zapalenia watroby typu B (HBV) nalezy do
DNA-wiruséw. Cechg charakterystyczng tej rodziny
— Hepadnaviridae — jest to, ze replikacja genomu
zachodzi w procesie odwrotnej transkrypcji
wirusowego mRNA, zwanego pregenomem.
Wiasciwosé te wykorzystano w badaniach nad
przeciwwirusowg aktywnoscia rybozymow. Jednym
z biatek kodowanych przez DNA wirusa HBV jest
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biatko X, ktore petni role czynnika trans-
aktywujacego. Sekwencja tego genu jest S$cisle
zachowana i znajduje sie w kazdym z transkryptow
wirusa HBV. Kim i wsp. [50] badali dwa rybo-
zymy, RzA i RzB, ktére w ukiadzie komorkowym
powodowaty obnizenie aktywnos$ci transaktywu-
jacej biatka HBx 0 95 i50%. Passman iwsp. [51],
kontynuujac badania nad rybozymami skierowanymi
przeciwko mRNA-HBX, zaobserwowali, ze w skutek
ich aktywnosci nastgpito zahamowanie ekspresji
genéw wirusa HBV, niezbednych dojego replikacji.

Genom wirusa zapalenia watroby typu C (HCV)
stanowi jednoniciowe RNA (+). Aktywno$¢ rybo-
zyméw w odniesieniu do nici (+) i (-) RNA-HCV
badano w komdrkach CHO. Zsyntetyzowano 6
rybozymow, z ktdrych 4 specyficznie rozpoznawaty
ni¢ (+) a dwa ni¢ (-). Sekwencje poszczeg6lnych
rybozyméw wklonowano do kasety ekspresyjnej
pGval. Kaseta ta zawierata promotor polimerazy Il
oraz strukture petli pochodzacg z ludzkiego
adenowirusa (ang. stem-loop structure), w obrebie
ktérej znajdowat sie rybozym. Otrzymany konstrukt
umieszczono w wektorze adenowirusowym pod
kontrola promotora wirusa RSV, a nastepnie
wprowadzono do komdrek linii CHO zakazonych
wirusem HCV. Spowodowato to znaczne obnizenie
poziomu wirusowego RNA [52].

Region 5’UTR wirusa HCV charakteryzuje sie
wysokim stopniem konserwatywnoS$ci. Zawiera on
sekwencje IRES (ang. internal ribosome entry site),
ktora zapewnia inicjacje procesu translacji biatek wi-
rusa niezaleznie od struktury czapeczki. Macie-
jak i wsp. [53] skonstruowali rybozymy rozpo-
znajace 15 réznych miejsc w obrebie sekwencji
5’UTR HCV. Ich zdolno$¢ do przeprowadzania reak-
cji rybonukleolitycznej badano w koméarkach linii
OST7. Do komorek tych, przy pomocy liposoméw
kationowych, wprowadzano syntetyczny RNA po-
szczegolnych rybozymow, a takze plazmidy zawie-
rajace promotor polimerazy T7, region 5’ UTR HCV
potagczony z genem wskaznikowym — lucyferaza.
Aktywnos¢ rybonukleolityczna rybozyméw mierzo-
na aktywnoscig lucyferazy wahata sie od 40 do 70%.
Ze wzgledu na duze podobienstwo w replikacji wiru-
sa HCV i wirusa polio (PV), wptyw Kkatalitycznych
RNA na proces namnazania sie wirusa HCV badano
w komérkach linii HeLa zakazonych wirusem PV, w
ktorym sekwencje IRES zastgpiono odpowiadajaca
sekwencjg wirusa HCV. W uktadzie takim, po wpro-
wadzeniu rybozymoéw, nastgpita 50% redukcja repli-
kacji wirusa.

Okhawa iwsp. [54] zaprojektowali trzy rybo-
zymy ,hammerhead” tngce specyficznie RNA ko-
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dujace biatka wirusa HCV genotypu lb, najbardziej
opornego na dziatanie a-interferonu. Zaobserwowa-
no, ze wydajnos$¢ reakcji nukleolitycznej z udziatem
rybozymu zalezy od lokalizacji sekwencji docelowej
oraz, ze nie zawsze poziom aktywnos$ci rybozymu
jest zgodny ze stopniem zahamowania procesu
namnazania sie wirusa. Widoczne byto réwniez, iz
zastosowanie zbyt dtugiego substratu (1217 z) mogto
spowodowac wytworzenie struktury drugorzedowej,
uniemozliwiajacej  zwigzanie z  rybozymem.
Pociggneto to za sobg konieczno$é uzycia az 1000
krotnego nadmiaru rybozymu wobec docelowego
RNA.

Xing i Whitton [55, 56] badali aktywno$¢
rybozymow skierowanych przeciwko sekwencji S
wirusa LCMV (wirus limfocytamego zapalenia opon
maézgowych i splotéw naczynidwkowych myszy),
nalezacego do arenawiruséw. Segment Sjestjednym
z dwoéch segmentow jednoniciowego RNA stano-
wiacego genom LCMV i koduje on, w kierunku
sensownym, glikoproteing C, zas w antysensownym
nukleoproteine. Geny te s przedzielone krétkim
fragmentem tworzacym prawdopodobnie strukture
drugorzedowa, w obszarze ktorej znajdujg sie specy-
ficzne nukleotydy GUC, rozpoznawane przez rybo-
zym (Ribl) [55]. Przypuszcza sie, ze to wiasnie
struktura szpilki byta przyczyng braku jego aktywno-
$ci, gdyz pozostate rybozymy (Rib3, Rib4, Rib5), dla
ktérych miejsca ciecia znajdowaty sie poza regionem
struktury drugorzedowej, przeprowadzaty pra-
widtowo reakcje rozszczepienia wigzan fosfodie-
strowych, a doswiadczenia przeprowadzane na li-
niach komdrkowych wykazaty obnizenie poziomu
RNA LCMV. Stwierdzono jednak, ze wystepowaty
réznice w aktywnos$ci zastosowanych rybozymow.
Nalezy to prawdopodobnie ttumaczyé ré6znym stop-
niem zwigzania sie poszczeg6lnych rybozymoéw z
miejscem docelowym, odmiennym skitadem regio-
néw flankujacych, a takze zmiennoS$cig genetyczng
samego wirusa. Ekspresja najbardziej aktywnego ry-
bozymu (Rib 5) doprowadzita do blisko stukrotnego
obnizenia produkcji czgstek wirusa LCMV [56].

Kitaj ima i wsp. [57] wykorzystali dla wpro-
wadzenia rybozymow do komérek liposomy katio-
nowe zintegrowane z czgsteczkami wirusa HVJ (ja-
ponskiego wirusa aglutynujgcego). Podyktowane to
zostato wysoka zdolnoscig do optaszczania czaste-
czek RNA, efektywnym pobieraniem takich kom-
plekséw przez komorke oraz ich lokalizacjg w po-
blizu jadra. Uktad taki zastosowano wobec mRNA
gendw tax/rex wirusa biataczki limfocytarnej typu |
(HTLV-I). Ich skutecznos$¢, jako inhibitoréw ekspre-
sji wirusa HTLY-I, badano w komérkach fibrobla-
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stow ptodowych szczura transfekowanych cDNA
HTLV-l. Tylko rybozym skierowany przeciwko
MRNA genu tax wykazywat swojg specyficznos¢ w
uktadzie komdrkowym. Brak aktywnosci drugiego z
rybozymow wynikat z uzycia niepetnej sekwencji
genu rex w cDNA uzytym do transfekcji komérek.

Perspektywa dla dalszego rozwoju badan nad ry-
bozymami sg zwierzeta transgeniczne. Pierwsze pré-
by nie dotyczyly wprawdzie przeciwwirusowego za-
stosowania rybozymow, ale wskazywaty na mozli-
wos$¢ uzyskania zwierzat transgenicznych, w komor-
kach ktérych zachodzitaby ekspresja aktywnych ka-
talitycznie czasteczek RNA. L Huillier i wsp.
[58] skrzyzowali ze sobatransgeniczne myszy, u kt6-
rych obserwowano wysoka ekspresje genu a-lakto-
albuminy bydlecej, z linig myszy transgenicznych z
whbudowang sekwencjg rybozymu, specyficznego
wobec genu a-laktaalbuminy. Aktywnos¢ rybozymu
u myszy z pokolenia Fl, u ktérych zachodzita eks-
presja obydwu wbudowanych genéw, doprowadzita
do obnizenia poziomu docelowego mRNA nawet do
78%, w poréwnaniu do transgenicznych zwierzat nie
zawierajgcych sekwencji rybozymu.

Mozliwo$¢ wprowadzenia za pomocg wektora
adenowirusowego sekwencji rybozymu do komérek
myszy transgenicznych z wbudowanym genem
ludzkiego hormonu wzrostu (hGH) badali Lieber
i Kay [59]. Zastosowano rdézne promotory do
regulacji  ekspresji wprowadzanych rybozymow.
Zaobserwowano zalezno$¢ poziomu  ekspresji
rybozymu od zastosowanego promotora a takze
korelacje  pomiedzy iloSciag  syntetyzowanego
rybozymu, a poziomem mRNA hGH. Najbardziej
aktywny z nich doprowadzit do ponad 96% redukcji
syntezy hormonu wzrostu.

Przeciwwirusowe dziatanie rybozyméw u
zwierzat transgenicznych badali réwniez Wang i
wsp. [60]. Skonstruowany rybozym, ktérego substra-
tem byt RNA wirusa klasycznego pomoru S$win,
wklonowano do wektora ekspresyjnego pMHR32
pod kontrole promotora genu owczej metalotioneiny.
Konstrukt ten wprowadzono metodg mikroiniekcji
do zygot. W hepatocytach uzyskanych od transge-
nicznych krélikéw obecno$¢ RNA-rybozymu stwier-
dzono metodg RT-PCR, a wyniki badan wskazywaty,
ze zwierzeta uzyskaty opornosé na zakazenie zjadli-
wym szczepem tego wirusa.

V. Uwagi koncowe

Od poczatku lat osiemdziesigtych, kiedy to
Cech iwsp. [1] odkryli enzymatyczne czasteczki
RNA zdolne do przeprowadzenia reakcji katali-
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tycznej bez udziatu biatek, z roku na rok coraz wiecej
wiemy o budowie i funkcjonowaniu rybozymow.
Kazde doswiadczenie dostarcza nowych informacji
0 sposobie wprowadzania katalitycznych RNA, ich
zachowaniu sie w s$rodowisku komoérkowym oraz
zdolnos$ci do regulacji ekspresji poszczeg6lnych
genéw poprzez hydrolize wigzan pomiedzy
rybonukleotydami. Takie cechy jak zdolno$¢ do
autokatalitycznego rozszczepiania nici RNA, przede
wszystkim  w ukladzie trans, specyficznos¢
przeprowadzanych reakcji, a takze mozliwos¢
wielokrotnego wykorzystania rybozymaow,
przyczynity sie  do powstania koncepcji
przeciwwirusowego zastosowania rybozymow.
Najwiecej doswiadczen w tym kierunku wykonano z
zastosowaniem rybozymow ,hammerhead” i ,hair-
pin” i byly to w wiekszo$ci doswiadczenia
przeprowadzane w ukladach komoérkowym i
pozakomérkowym. Prawdopodobnie i proby z
uwzglednieniem doswiadczalnie zakazonych
zwierzat beda dawaty coraz wiecej pozytywnych
wynikéw. Ostatnio pojawiajg sie doniesienia o
zastosowaniu rybozymoéw jednoczes$nie z terapig
HAART (ang. Highly Active Antiretroviral Therapy
— wysoce aktywna terapia antyretrowirusowa).
Wskazujg one na to, ze aktywnos$¢ przeciwwirusowa
rybozymow pozwala na uzycie nizszych dawek
lekbw hamujacych proces namnazania sie wirusa
HIV [61].

Warto tez wspomnie¢, ze przeciwwirusowe
dziatanie rybozymow nie ogranicza sie tylko do wi-
ruséw ludzkich i zwierzecych. Wirusy ros$linne,
szczegOlnie wirusy roslin uprawnych, powodujg rok-
rocznie powazne straty plonow. Prowadzone prace
badawcze majg na celu uzyskanie jak najlepszych
metod zwalczania choréb wirusowych. Po raz pierw-
szy Yang iwsp. [62] zaobserwowali, ze w skutek
aktywnos$ci wprowadzonego rybozymu nastgpito ob-
nizenie, do niewykrywalnego poziomu, RNA wiro-
ida wrzecionowatosci bulw ziemniaka (PSTVd) w
komorkach transgenicznego ziemniaka {Solanum tu-
berosum). Zastosowanie rybozyméw stwarza réw-
niez mozliwo$¢ ochrony przed zakazeniami, na ktére
dotad w ogole nie ma skutecznej terapii. Wskazuja
na to pierwsze doniesienia o przeciwwirusowej ak-
tywnos$ci rybozymow rozpoznajacych sekwencje wi-
rusa ospowatosci sliw (PPV)[63].

Wydaje sie wiec, ze dzieki tak szeroko zakrojonym
badaniom podstawowym i aplikacyjnym nad rybo-
zymami, zastosowanie katalitycznych RNA, jako
czynnikdw  przeciwwirusowych,  rokuje  duze
nadzieje.
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Charakterystyka rodziny nukleaz 5’

The characteristic of 5’ nucleases family

KARINA SOLECKAL ANNA PRZYKORSKA?2

Spis tresci:

I.  Wstep
Il. Enzymy specyficzne wobec struktury 5’flap DNA
I11. Struktura krystaliczna nukleaz 5’
IV. Rola nukleaz 5’ w procesach metabolizmu DNA
V. Mechanizm degradacji 5’flap DNA
V-1. Model petli
V-2. Model przewlekania
VI. Roslinne homologi nukleaz 5’
VIl.Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: BER — naprawa poprzez
wyciecie zasady (ang. base excision repair), CDDP —
diaminodichloroplatyna; FEN-1 — ssaczaflap endonukleaza-1,
inaczej zwana 5’-egzonukleaza-l; miejsca AP — miejsca
apurynowe/apirymidynowe; NER — naprawa poprzez wyciecie
nukleotydu (ang. nucleotide excision repair)-, PCNA — jadrowy
antygen podziatéw komérkowych (ang. proliferating cell nu-
clear antigen)-, TNR — powtarzajace sie sekwencje
trojnukleotydowe.

I. Wstep

W trakcie wielu waznych proceséw metabolizmu
DNA, takich jak: replikacja [1, 2], rekombinacja
[3-5], czy tez naprawa [6, 7], moze sie formowac
rozgateziona posrednia struktura DNA, zwana 5’
flap DNA (Ryc. 1), zawierajgca wolny jednoniciowy
koniec 57, wystajagcy z dwuniciowego segmentu [8].
Taki substrat jest nastepnie rozpoznawany i
degradowany przez specyficzne nukleazy [9], ktére
potrafig odcinacé endonukleolitycznie  jego
jednoniciowy fragment od reszty czasteczki, bez
wzgledu na jego ditugosé [10] i sekwencje [11]. Na
przyktad polimeraza DNA z Thermus aquaticus
odcina nawet 268-nukleotydowe jednoniciowe
ramie w miejscu jego potgczenia z dwuniciowym
odcinkiem DNA [12]. Enzymy o0 wspomnianej
aktywnos$ci nalezg do grupy egzonukleaz 5°-3°,
zwanych réwniez nukleazami 5’ [13] i sg funkcjo-

"Mgr, 2Ar hab.; Instytut Biochemii i Biofizyki, PAN, Zakfad
Biosyntezy Biatka, ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa.
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nalnie konserwowane poczawszy od wiruséw, przez
eubakteria, archebakteria, nizsze eukariota az do
ssakow [9, 8, 14].

[4,]
i

3 \ 5

Ryc 1 Struktura 5'8ap DNA.

Il. Enzymy specyficzne wobec struktury 5’
flap DNA

W komdrkach eukariotycznych jeden enzym —
FEN-1 (flap endonukleaza-1, inaczej 5’-egzo-
nukleaza-1) wykazuje dwie rozne aktywnosci:
endonukleolityczng wobec struktury typu 5’ flap i
egzonukleolityczng wobec dwuniciowego DNA.
Ssacza endo-/egzonukleaza FEN-1 o masie czaste-
czkowej 42 kDa [15, 16] jest wysoce homologiczna
do enzymow z Saccharomyces cerevisiae i Schizo-
saccharomyces pombe, zwanych odpowiednio
RAD?27 (inaczej RTHI)irad2 [17,18]. Funkcjonalne
homologii FEN-1 z eubakteria to polimeraza 1 DNA
z Escherichia coli oraz polimeraza DNA z Thermus
aquaticus. Powyzsze bakteryjne enzymy wykazuja
podobienstwo w sekwencji aminokwaséw do FEN-1,
tylko w obrebie domeny N-terminalnej, z ktéra
zwigzana jest aktywnos$¢ egzonukleazy 5°-3’ [12,
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19]. Natomiast do wirusowych funkcjonalnych
homologow FEN-1, degradujacych 5’ flap DNA,
zaliczane sag: RNaza H z faga T4 i egzonukleaza 5°-3”
z faga T5 [20, 21]. Enzymy z eubakteria i wiruséw
wykazujg stosunkowo niskie podobieAstwo w
sekwencji aminokwaséw do nukleazy FEN-1 [14].
Natomiast homologii FEN-1 znalezione u arche-
bakteria: Archaeglobius fulgidus, Methanococcus
jannaschii [22] i Pyrococcusfuriosus [23] wykazuja
okoto 74% podobienstwa w sekwencji amino-
kwaséw do nukleazy FEN-1 (Ryc. 2).
Endonukleazy specyficzne wobec struktury 5°
flap DNA majg konserwowane dwie domeny:
N-terminalng i wewnetrzng (ang. / — intermediate)
[28], zawierajagce konserwowane kwasne amino-

I1l. Struktura krystaliczna nukleaz 5’

Badania krystalograficzne homologéw FEN-1
ujawniajg ich bardzo interesujgcg strukture
przestrzenng. Egzonukleaza z faga T5 posiada w
swojej strukturze helikalny tuk, ktéry jest formo-
wany przez dwie helisy, jedng zawierajgcg tadunek
pozytywny idruga zawierajgcg reszty hydrofobowe.
Helikalny fragment tworzy otwoér (,,ucho”) wystar-
czajagco duzy, zeby mégt sie w nim ulokowac
jednoniciowy DNA. Centrum aktywne enzymu
znajduje sie u podstawy helikalnego tuku, gdzie
moga by¢ zwigzane dwa jony dwuwartosciowe [25].
Badania struktury krystalicznej nukleaz 5’ takich
jak: polimeraza DNA z Thermus aguaticus, RNaza H

Liczba  Reprezentatywne Konserwowane Aktywno$¢ Podobieristwo
przedstawicieli ~ enzymy domeny FEN-1 sekwencji
(%)
1 29 147 5 ,‘\,‘\7__‘\()5
Ssaki ?  hFEN-1 CHE Wl RS + 100
106 244 337 380
1 29 145 339 366
Drozdze 2 Sc RAD27 CHE W B 1T + 79
107 242 346 382
122 332
Archebakteric 3 Pf FEN-1 (W R 1 + 74
100 250 340
113 5832
Eubaktcric 6  Tag DNA poi | [ BRI Sl | 54
85 202 ;
1 14 S8 305
Wirusy 4 T4 RNaza H H B ] . 42
90 212
D Domena N - terminalna Domena wewnetrzna . Domena oddzialywania z bialkiem . Sckwencja sygnalowa kierujaca do jadra

Ryc 2. Przedstawiciele nukleaz 5’ [wg 14], Do ssaczych enzymdw nalezga ludzka i mysia FEN-1. Drozdzowymi przedstawicielami sa RAD27 z Sac-
charomyces cerevisiae i rad2 z Schizosaccharomyces pombe. Archebakterie zawierajg FEN-1z Archaeglobiusfulgidus, z Methanococcusjan-
naschii i z Pyrococcusfuriosus. Polimeraza 1 DNA z Escherichia coli i polimeraza DNA z Thermus aguaticus, polimeraza DNA z Thurmus
Ravus, polimeraza DNA z Bacillus caldotenax, polimeraza DNA z Deinoccocus radiodurans i polimeraza DNA z Streptococcus pneumoniae
naleza do eubakteria. Wirusowymi przedstawicielami sg RNaza H z faga T4, egzonukleaza 5’-3’ z faga T5, egzonukleazy z faga T7 i T3.

kwasy, odgrywajace krytyczng role w katalizie
(Ryc. 2). Wiekszos¢ z tych aminokwaséw ma
rbwniez znaczenie w wigzaniu jonéw metali i
hydrolizie substratu [13]. Natomiast domena C-
terminalna, ktéra jest nieobecna w biatkach z
eubakteria i wiruséw, a jest konserwowana w
systemie archebakteryjnym, posredniczy w od-
dziatywaniu z biatkiem PCNA (jadrowy antygen
podziatbw komérkowych) [16]. Ponadto C-ter-
minalne reszty zasadowe, ktore sa unikalne dla
enzymow eukariotycznych, stuzg prawdopodobnie
jako sekwencja sygnatowa, pozwalajgc biatkom na
migracje do jadra, gdzie wymagana jest ich
aktywnos¢ [24].
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z faga T4 [26], FEN-1 z Pyrococusfuriosus [27] oraz
FEN-1 z Methanoccocus jannaschii [28], rowniez
wykazuja istnienie tuku lub petli, potwierdzajac, ze
ten element struktury jest wazny dla dziatania
enzymu [29], Ponadto analiza mutacyjna regionu
petliw FEN-1z Methanoccocusjannaschii sugeruje,
ze jest ona krytyczna zarbwno w wigzaniu jak i
degradacji struktury 5’flap DNA [30].

IV. Rola nukleaz 5’ w procesach metabo-
lizmu DNA

Nukleazy 5’ sa enzymami szeroko rozpow-
szechnionymi, biorgcymi udziat w wielu reakcjach i
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odgrywajacymi istotng role w metabolizmie
komérki. Na przykiad, uszkodzone zasady DNA
powstajagce w wyniku promieniowania jonizujgcego,
lub prostych czynnikéw alkilujgcych, moga byé
naprawiane przy udziale ludzkiej egzonukleazy
FEN-1 w procesie zwanym naprawg poprzez
wyciecie zasady (ang. base excision repair — BER)
[7]. Reakcja ta jest inicjowana przez glikozylaze
DNA hydrolizujgcg wigzanie zasada-cukier i gene-
rujgcg w ten sposob miejsca apurynowe/apiry-
midynowe (miejsca AP). Sg one przecinane po
stronie 5’ przez endonukleaze AP. W przypadku
utlenionych lub zredukowanych miejsc AP, moze

Miejsce AP

"—rl’—rl’TP-r-l"rl’?—

i L o
*Endonukleam AP

Ol

1’—( ' ﬁ—.—v—?\—v—r—v
_L{ ipip_Lp_L.p_ﬁ_

Utlenione lub
zredukowane

4 rmejscc AP

>\/.;
(@ »>\/,

Polif lubo .7>\/
i PCNA B %
P TI’—T—PTI’—;—PT_‘ »u\—

1.6.6, l,,L,,i,,
FEN-1i
PCNA

Ol

1‘7""!‘"1‘"'1‘"‘( *E

L,,& SL,,J_,,J_.L,,

* Ligaza 1 DNA

|’—rl’—rl’—r—|’1—l’—r| ?—

.L &ps_p_l_p_J_p_(Lp

Ryc 3. Naprawa nieregularnych miejsc AP poprzez wyciecie zasady
[wg 7], Miejsce AP jest nacinane po stronie 5’ przez
endonukleaze AP. Polimeraza p lub 8 syntezuje fragment DNA,
w przypadku utlenionych i zredukowanych miejsc AP,
generujac strukture 5'Jlap DNA. FEN — 1 (z pomocagPCNA)
degraduje endonukleolitycznie jednoniciowy segment. Ligaza
1DNA fgczy DNA.

by¢ tworzona struktura 5' flap DNA. Polimeraza p
lub 5 poczynajagc od miejsca przeciecia DNA,
syntetyzuje dwa do szesSciu nukleotydow, wypycha-
jac jednocze$nie ni¢ istniejaca w dupleksie.
Nastepnie ludzka FEN-1 moze usunag¢ endo-
nukleaolitycznie caty jednoniciowy uszkodzony
fragment, wprowadzajgc ciecie w miejscu, jego
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potaczenia z odcinkiem dwuniciowym. Naprawione
DNA jest ligowane przez ligaze 1DNA (Ryc. 3) [6].

Nukleazy aktywne wobec 5’ flap DNA moga
takze bra¢ udziat w naprawie poprzez wyciecie
nukleotydu (NER). Proces ten jest odpowiedzialny
za naprawe fotoproduktéw powstatych pod
wptywem promieniowania UV, jak i innych
uszkodzen DNA [31, 32]. Rozgatezione struktury
DNA podobne do tych postulowanych dla NER, s3
degradowane przez FEN-1 [9] oraz RAD2 z
Saccharomyces cerevisiae [15].

Homologi ludzkiej FEN-1: RAD27 z Saccharo-
myces cerevisiae i rad2 z Schizosaccharomyces po-
mbe moga petni¢ funkcje naprawcze zasad DNA, po-
wstatych w wyniku promieniowania UV np. dime-
row tyminowych, na drodze alternatywnej Sciezki
naprawy poprzez wyciecie DNA (ang. alternative
DNA excision repair). Wykazano, ze wprowadzenie
naciecia przez nukleaze UVDE po stronie 5’ uszko-
dzenia inicjuje naprawe. Na tak przygotowany sub-
strat dziata nastepnie nukleaza 5’ wprowadzajac na-
ciecie po stronie 3’ uszkodzenia [33].

W drozdzach Saccharomyces cerevisiae nukleaza
RAD?27 jest wazna dla wzrostu tego organizmu [18].
Mutacje w genie kodujacym RAD27 powodujg wra-
zliwo$¢ na czynniki alkilujace, promieniowanie UV
oraz wzrost poziomu niestabilnosci prostych powt6-
rzonych sekwencji DNA. Mozliwe jest, ze mutacje w
ludzkim homologu — FEN-1, moga zwiekszaé praw-
dopodobienstwo powstania raka jelita grubego i inne
rodzaje raka, ktére sg wynikiem duplikacjisekwencji
[34]. Ponadto RAD27 prawdopodobnie bierze udziat
w zapobieganiu wydtuzania i skracania powta-
rzajgcych sie sekwencji tréjnukleotydowych (TNR).
Delecyjne mutanty w genie kodujacym to biatko wy-
kazuja destabilizacje obszaru z powtérzeniami CTG
ijego wydtuzanie. To sugeruje, ze defekty w ludzkim
odpowiedniku RAD27, moga prowadzi¢ do choréb
genetycznych, ktére sg powigzane z wydtuzaniem
TNR, jak: dystrofia miesniowa, choroba Hungtinto-
na, kilka rodzajéw ataksji [35, 36].

Postuluje sie, ze przedstawiciele nukleaz 5 sg
enzymami wymaganymi w czasie replikacji DNA do
usuwania primeréw RNA z fragmentow Okazaki
[37, 2], Wyciecie primera RNA jest pierwszym i
koniecznym krokiem potrzebnym do zakoniczenia
replikacji na nici opdznionej, zanim fragmenty
Okazaki zostang potaczone przez ligaze DNA. W
Escherichia coli usuniecie primera RNA wymaga
aktywnosci egzonukleazy 5°-3° polimerazy | DNA,
oraz RNazy H [38]. Poniewaz zadna ze znanych
eukariotycznych polimeraz nie wykazuje aktyw-
nosci_egzonukleazy 5°-3°, przypuszcza sie, ze w
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komoérkach tych organizmoéw, proces ten jest
przeprowadzany dzieki wspdétdziataniu nukleaz:
RNazy HI i 5’-3’ egzo/endonukleazy — FEN-1
[39,40]. RNaza HI odcina prawie caty primer RNA
pozostawiajac jedynie monorybonukleotyd przy-
taczony do DNA. Jest on nastepnie usuwany przez
FEN-1  egzonukleolitycznie lub  endonukleo-
litycznie, razem =z fragmentem DNA, zsynte-
zowanym przez polimeraze a. Sugeruje sie, ze we
fragmentach Okazaki moze powstawaé struktura
typu 5’flap, dzieki syntezie DNA przez polimeraze
DNA z wczesniejszego fragmentu Okazaki i
rozwijaniu DNA przez helikaze. Ta struktura jest
dopiero trawiona przez endonukleotityczng aktyw-
nos¢ FEN-1 [37, 41, 5].

Wykazano, ze podczas replikacji, ludzka FEN-1
moze takze bra¢ udzial w naprawie niewlasciwie
wstawionych zasad DNA (ang. mismach repair)
przez polimeraze a. Po zakonczeniu syntezy primera
RNA, polimeraza a syntetyzuje fragment o dtugosci
10-20 nukleotydéw. Enzym ten nie posiada jednak
zadnego mechanizmu pozwalajagcego  usuwaé
niewtasciwie wigczone deoksynukleotydy, ktore
mogg destabilizowaé helikalng strukture DNA w
swoim sasiedztwie. Struktura taka staje sie substra-
tem dla ludzkiej FEN-1, pozwalajac na fatwiejszg en-
donukleolityczng degradacje tych uszkodzen [42],

Mysia FEN-1 jest zdolna do degradacji 5’ flap
DNA, powstajacego prawdopodobnie jako struktura
posrednia, w procesie tgczenia dwuniciowych
peknie¢ DNA (ang. double-strand break repair),
podczas rekombinacji niehomologicznej [15, 10]. W
procesie tym zachodzi przerwanie ciggtosci
dwuniciowej struktury DNA i jego plzniejsze
taczenie. Nie jest tu wymagana wysoka homologia
sekwencji. Najczesciej sg to krotkie fragmenty od
jednego do pieciu nukleotydéw, majace
nakierowywac¢ reakcje tgczenia peknietych nici
DNA (ang. endjoining). Naprawa z wykorzystaniem
krotkich  odcinkébw  homologii jest rzadziej
wystepujagcym mechanizmem naprawy w procesie
niehomologicznej rekombinacji [5]. Mogg sie tutaj
formowac posrednie struktury y flap DNA, ktdre sg
substratem dla nukleaz 5’ [16].

V. Mechanizm degradacji struktury 5’
flap DNA

V-1. Mechanizm petli

Zaproponowano dwa mechanizmy endonukleo-
litycznej degradacji 5’flap DNA przez nukleazy 5°.
Pierwszym z nich jest model ,petli” (ang. looping
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model), w ktérym enzym potrzebuje tylko zwigzaé
sie lub wspotdziata¢ z wolnym jednoniciowym
kohcem 5 w tej strukturze, zeby ulec aktywacji.
Nukleaza w stanie aktywnym pozostajac zwigzana z
koncem 5°, wigze sie nastepnie z miejscem
wigczeniajednoniciowego fragmentu w dwuniciowy
odcinek, wyginajac ten niesparowany segment w
petle (Ryc. 4). W tym miejscu enzym zaczyna
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Ryc4. Modele degradacji 5'flap DNA przez nukleazy 5° [wg 11]. A—
model petli. Enzym wigze sie w miejscu potgczenia jedno-
niciowego segmentu w dwuniciowy odcinek, ale musi réwniez
oddziatywac z wolnym koricem 5°, zeby wystgpita degradacja.
B — model ,przewlekania”. | — enzym musi zwigza¢ sie z
wolnym koncem 5°. Il — ruch enzymu na nici. Enzym moze
przesuwa¢ si¢ po nici w dwoch kierunkach, przewlekajac
jednoniciowy segment przez otwér, w swojej strukturze
wewnetrznej. Il — odciecie jednoniciowego segmentu przez
enzym.

katalize i odcina nastepnie jednoniciowy segment od
reszty dwuniciowej struktury [41].

V-2. Mechanizm przewlekania

Drugim zaproponowanym mechanizmem
dziatania nukleaz 5’, wobec 5°flap DNA, jest model
»przewlekania” (ang. threading model). W tym
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przypadku enzym ,przewleka” wolny jednoniciowy
fragment DNA, przez otwor (,ucho”), w swej
strukturze, poczgwszy od konca 5’ do miejsca
wiaczenia jednoniciowego odcinka w strukture
dwuniciowg. Tutaj nastepuje degradacja substratu i
zostaje uwolniony jednoniciowy DNA (Ryc. 4).
Enzym moze przesuwac sie po nici DNA w dwdch
kierunkach: nukleaza moze wchodzi¢ na wolny
koniec 5’ i ze$lizgiwaé sie z niego, odstepujac od
reakcji [43, 29, 13, 11].

W obu proponowanych modelach miejsce, w
ktérym nastepuje degradacja 5’ flap DNA, jak i
powstaty produkt reakcji, sg identyczne. Jednak
bardziej prawdopodobnym z przedstawionych
mechanizméw dziatania, jest model ,,przewlekania”.
Przemawia za nim sporo dowodéw eksperymen-
talnych i daje sie go powigza¢ ze strukturg
krystaliczng zbadanych przedstawicieli tej grupy
enzymow. Jak juz wspomniano, w biatkach tych
wystepuje helikalny motyw, gdzie maégthy sie
lokowac jednoniciowy, a nie dwuniciowy DNA [25].
Dlatego tez, komplementarny primer przytgczany w
réznych punktach najednoniciowym odgatezieniu w
y flap DNA, przeszkadza cielecej 5’-3’ egzo/endo-
nukleazie (cFEN-1) [41], czy tez ludzkiej FEN-1
[16], w endonukleolitycznej degradacji tej struktury.
Taki dwuniciowy DNA stanowi przeszkode dla
enzymu, ktéry nie moze dotrze¢é do miejsca
hydrolizy i zdegradowaé substratu.

Model ,,przewlekania” daje sie réwniez potgczyé
z naprawg uszkodzonego DNA, przez nukleazy 5°.
Struktura 5’ flap DNA z adduktami umiejsco-
wionymi na jednoniciowym segmencie, takimi jak
cfs-diaminodichloroplatyna (CDDP — czynnik
antynowotworowy, wigzacy sie do DNA, indukujacy
jego uszkodzenie), czy tez jej duze pochodne, jest
endonukleolitycznie degradowana przez ludzka
FEN-1 (hFEN-1). Enzym ten rédwniez hydrolizuje
endonukleolitycznie strukture 5'flap DNA, w ktérej
na jednoniciowym segmencie wystepuja pojedyn-
cze, lub podwdjne dimery tymidynowe [29].
Natomiast CDDP zlokalizowane w sasiedztwie
miejsca wigczenia jedniniciowego fragmentu, w
strukture dwuniciowg, hamuje aktywno$¢ hFEN-1
[43]. Inny enzym — cFEN-1, toleruje biotynylowane
nukleotydy na wolnym koncu 5°, lub tez wewnatrz
jednoniciowego segmentu w 5’ flap DNA. Enzym
ten nie jestjednak zdolny do degradacji tej struktury,
jezeli biotyna jest potagczona z biatkiem —
streptawidyng [11].

Zwigzek nukleaz 5’ z naprawg DNA zgodnie z
mechanizmem »przewlekania” potwierdzaja
robwniez badania genetyczne. Brak aktywnego
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RAD27 w komérkach Saccharomyces cerevisiae,
powoduje defekty w procesie naprawy, oraz
wrazliwo$¢ na czynniki alkilujgce i promieniowanie
UV [44]. Nukleazy 5" mogtyby wiec ,przewlekac”
jednoniciowy segment w 5'flap DNA, zawierajacy
uszkodzone zasady, poczawszy od wolnego korca 5’
tego substratu, do miejsca degradacji. Tutaj
nastepowatoby usuniecie uszkodzenia, poprzez
odciecie catego jednoniciowego segmentu, razem ze
zmodyfikowanymi nukleotydami [43]. Taki mecha-
nizm dziatania enzymu pozwala takze na naprawe
réznego typu uszkodzen, bez potrzeby specy-
ficznego rozpoznawania struktury uszkodzonego
nukleotydu [40]. Jest on tylko zalezny od utworzenia
odpowiedniej struktury DNA dla dziatania enzymu
— 5’ flap DNA. Moze by¢ jednak ograniczony
wielkoscig modyfikacji, narzucong przez rozmiar i
gietko$¢ ,tuku” w enzymie, ktére nukleaza moze
tolerowaé. Ponadto mechanizm ,,przewlekania” jest
w zgodzie z obserwowanym obnizeniem aktywnosci
nukleaz 5’ w przypadku gdy uszkodzenia sg umiej-
scowione zbyt blisko punktu endonukleolitycznej
degradacji struktury 5’flap DNA [43].

Istniejg jednak pewne dowody przeczace pro-
ponowanemu wyzej mechanizmowi ,przewle-
kania”. Ludzka FEN-1 degraduje strukture 5’flap
DNA, w ktorej jednoniciowy odcinek zostat
zmodyfikowany, poprzez przytaczenie do niego
11-nukleotydowego fragmentu, co w efekcie dato
strukture widetek. Struktura ta jest na tyle duza, ze
powinna zahamowa¢ aktywno$é enzymu. Stwier-
dzono jednak, ze obecno$¢ takiej struktury nie
obniza aktywnos$ci hFEN-1. Dopiero dodatkowa
modyfikacja tej struktury przez CDDP w obrebie
powstatych widetek, czyni jg niedostepng dla
enzymu [29].

Ponadto inne nukleazy 5’ dziatajg endonukleo-
lityczne nie tylko na y flap DNA, ale rowniez na
struktury dwuniciowe, majace w swoim obrebie
jednoniciowy fragment. Enzymy te nie potrzebujg
wiec jednoniciowego segmentu zawierajgcego
wolny koniec 5\ Nukleaza z Saccharomyces
cerevisiae — RAD?2 dziata endonukleolitycznie na
dwuniciowy DNA, zawierajacy wewnatrz region 14
niesparowanych nukleotydow [45]. Enzym z kala-
fiora, przecina strukture ramie — petla, po stronie 3’

petli [46].
V1. Ro$linne homologi nukleaz 5’

Rosliny wyzsze sg interesujagcym systemem do ba-
dania mechanizmu koordynacji pomiedzy replikacja
i naprawg DNA. Podlegajg one wptywowi promie-
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niowania UV przez diuzszy okres niz zwierzeta czy
drozdze [47]. Nie mogg réwniez unikng¢ jego efek-
tow. Z drugiej strony rozwoj roslin wyzszych jest za-
lezny od ekspozycji na Swiatto stoneczne, wigczajac
promieniowanie UV, poniewaz energia dla tego pro-
cesu jest dostarczana dzieki fotosyntezie. Normalny
rozwo6j roslin wyzszych jest regulowany przez inicja-
cje podziatdw komdrkowych tkanek merystematycz-
nych i formowanie sie organdw. Procesy te zachodzg
w obecnosci promieniowania UV, ktore jak wiadomo
moze powodowaé uszkodzenia DNA [47].

Jednakze w pordwnaniu ze zwierzetami, czy
nizszymi eukariontami mato jest wiadomo na temat
biatek, czy genow zaangazowanych w replikacje i
naprawe DNA w roS$linach wyzszych [48]. Sa
opisane w literaturze dwa enzymy roslinne,
wyizolowane: z ryzu (Oryza sativa), okreslany jako
OsFEN-1 i z kwiatostanéw kalafiora {Brassica
oleraceo) [46]. Odgrywaja one prawdopodobnie role
we wspomnianych procesach. Wykazujg one
podobng aktywnos$¢ endonukleolityczng, wobec
struktury 5'flap DNA, jak nukleazy 5°, kt6re biorg
udziat w replikacji i naprawie DNA. Ponadto biatko
OsFEN-1 wykazuje 53,5 % podobienstwa w
sekwencji aminokwaséw z ludzkim FEN-1, 56,4% z
FEN-1 z Xenopus, 50,3% z RAD 27 z S. cerevisiae i
52,3% z rad2 z S. Pombe [48].

Poniewaz badanie ro$linnych odpowiednikéw
nukleaz 5’, moze dostarczy¢ wiele informacji na
temat mechanizmu wspdtdziatania replikacji i
naprawy DNA, zajeto sie badaniem aktywnosci
dwoéch  innych  nukleaz roslinnych, dobrze
scharakteryzowanych pod wzgledem ich dziatania
wobec RNA [49-61]. Sg to nukleaza ChS —
izolowana ze stromy chloroplastow pszenicy
{Triticum vulgare) [54] oraz nukleaza Rn- izolowana
z jader komorkowych zarodkéw zyta {Secale
cereale) [53]. Badajgc oba enzymy pod katem ich
aktywnosci wobec struktur typu flap, zaobser-
wowano, ze nukleaza ChS wykazuje wysoka
aktywnos$¢ endonukleaolityczng wobec y flap DNA,
podczas gdy nukleaza Rn nie wykazuje takiej
aktywnosci w stosowanych przez nas warunkach
(Przykorska — dane niepublikowane). Nukleaza Rn
wykazuje natomiast wyzszg niz nukleaza ChS
aktywno$¢ egzonukleazy 3°-5°, wobec jednonicio-
wego segmentu w 3’ flap DNA. Struktura ta
proponowana jest jako forma posrednia w naprawie
przez rekombinacje niehomologiczng (ang. non-
homologous end-joining) [5].

Celem wyjasnienia mechanizmu dziatania
nukleazy ChS wobec 5’ flap DNA, przygotowano
substraty zawierajagce modyfikacje tej struktury.
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Otrzymane rezultaty wykazujg, ze wprowadzone
zmiany moga obniza¢ badang aktywno$¢ enzymu, co
sugeruje, ze mechanizm ,przewlekania” jest
mozliwy. Przeciw takiej mozliwosci Swiadczy
jednak fakt, ze nukleazy ChS i Rn wykazujg
aktywnos$¢ endonukleazowg takze wobec odcinka
jednoniciowego, wypchnietego z dwuniciowej
struktury DNA (ang. boulge), a wiec wolny
jednoniciowy koniec nie jest niezbedny dla dziatania
enzymu.

Obie nukleazy: Rn i ChS sg enzymami ro$linnymi,
specyficznymi wobec jednoniciowego RNA i DNA.
Dziatajg one jednak w rézny sposdb na badane struk-
tury. Byé moze réznice w dziataniu tych nukleaz wy-
nikajg z innej ich lokalizacji w komdrce i zwigzane
sg z innymi funkcjami obu enzyméw. ChS izolowany
jest bowiem z mtodych chloroplastow lisci pszenicy,
a Rn zjader komorkowych zarodkow zyta.

VIIl. Podsumowanie

Powyzsza charakterystyka nukleaz 5’ pozwala
stwierdzi¢, ze reakcje degradacji struktury 5’ flap
DNA, moga przeprowadza¢ enzymy nalezgce do
réznych klas. Sg to zwykle enzymy wielofunkcyjne,
ktére oprocz zdolnosci do odcinaniajednoniciowego
odcinka w strukturze typu 5'flap DNA, petnig tez
inne, niekiedy catlkiem odmienne funkcje.
Przyktadem moze tu by¢ polimeraza | DNA z Esche-
richia coli, ktéra w uktadach in vitro ma zdolno$¢ do
rozpoczynania replikacji w miejscu pekniecia, z
dwuniciowych matryc zawierajgcych koniec 3’-OH.
In vivo enzym ten polimeryzuje krotkie fragmenty
DNA np. w miejscach, gdzie zostaty usuniete
primery RNA lub odbudowuje fragmenty DNA, z
ktérych wczesniej zostaty wyciete zle wiaczone
zasady. Polimeraza ta posiada rownoczesnie
aktywnos$¢ egzonukleazy sprawdzajacej 3’-5°, kory-
gujac w ten sposéb btedy powstajace podczas poli-
meryzacji. Nukleaza 5’ z faga T4 (T4 RNaza H)
wykazuje dodatkowo aktywno$¢ egzonukleazy 5°-3°
wobec  hybrydowych czasteczek RNA-DNA.
Chloroplastowa nukleaza ChS jest enzymem specy-
ficznym wobec jednoniciowych i wyeksponowanych
na zewnatrz czasteczki odcink6w w RNA i DNA.
Rowniez w mitochondriach wystepujg biatka
wykazujgce homologie do FEN-1 np. DIN7 z
Saccharomyces cerevisiae, ktory nalezy do rodziny
biatek XPG, bioragcych udziat w naprawie i
replikacji.

Dalsza doktadna analiza wynikéw badan z zasto-
sowaniem mutacji oraz ko-krystalizacja enzyméw z
substratem DNA, powinna przyblizy¢ nam zrozu-
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mienie mechanizmu dziatania tej fascynujacej grupy
enzymow.

Artykut otrzymano 5 marca 2001 r.
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Kwercetyna: znaczenie w mutagenezie i karcynogenezie

Quercetin: the
carcinogenesis

ANDRZEJ TRZECIAK

Spis tresci:
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Il. Wchitanianie i metabolizm kwercetyny
I11. Znaczenie kwercetyny w mutagenezie i karcynogenezie
I11-1.Modulowanie metabolizmu ksenobiotykéw
111-2. Wihasciwosci antyoksydacyjne i prooksydacyjne
kwercetyny
111-3. Oddziatywanie kwercetyny ze skfadnikami chro-
matyny i biatkami naprawy DNA
I11-4. Wiasciwosci antyproliferacyjne i proapoptyczne
kwercetyny
IV. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéw: 2-AF — 2-aminofluoren;
CDC2, kinaza — kinaza zalezna od cyklin; c/s-DDP — cis-
diamminodichloroplatyna; CYP 1Al — cytochrom P450 1A,
CYP 1A2 — cytochrom P450 1A2; CYP 2C8 — cytochrom
P450 2C8; CYP 3A4 — cytochrom P450 3A4; DNA-PK — ki-
naza biatkowa zalezna od DNA, biatko uczestniczace w napra-
wie DNA przez rekombinacje niehomologiczng; DHPAA —
kwas dihydroksyfenylooctowy; GST — S-transferaza glutatio-
nowa; LDL — frakcja lipoprotein o niskiej gestosci; MAP, Kina-
zy — kinazy biatkowe aktywowane przez mitogeny; MelQ —
2-amino-3,5-dimetylo[4,5-/]limidazolochinolina; MNNG —
A-metylo-V™-nitro-V-nitrozoguanidyna; p2Ilcipi/wafi — biatko
kodowane przez gen CIP1/WAF1; PARP — polimeraza poliade-
nozynodifosforybozy; pHPAA — kwas p-hydroksyfenylooct-
owy; PKC — kinaza biatkowa C; SGLT1 — biatko transpor-
tujace glukoze napedzane gradientem stezen Na+ Trp-P-2 — 3-
amino-l-metylo-5H-pirydyno[4,3-6]indol; XPA — biatko
zwigzane z grupg komplementacyjng XPA syndromu xeroderma
pigmentosum; UGT1A — transferaza urydynodifosfoglukuro-
nowa.

I. Wprowadzenie
Flawonoidy sg zwigzkami wystepujagcymi w du-

zych ilosciach w roslinach i produktach roslinnych.
W zaleznos$ci od zwyczajéw zywieniowych dzienne

‘Dr; Pracownia Biologii Molekularnej, Zaktad Patomorfologii
Klinicznej, Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki;
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significance In

mutagensis and

Contents:

. Introduction
1. Intake and metabolism of quercetin
I11. Significance of quercetin in mutagenesis and carcinoge-
nesis
I11-1. Modulation of xenobiotic metabolism
I11-2. Antioxidative and pro-oxidative properties of qu-
ercetin
111-3. Interaction of quercetin with components of chro-
matin and DNA repair proteins
I11-4. Antiproliferating and proapoptotic properties of
quercetin
IV. Concluding remarks

spozycie flawonoidéw: flawonoli (kwercetyny,
kempferolu, mirycetyny) i flawonéw (luteoliny, api-
geniny) waha sie od 3 mg do 70 mg. Gtdwnym
zrodtem flawonoli i flawondw w zaleznos$ci od kraju
moze by¢ herbata (Japonia), czerwone wino
(Wtochy) lub cebula i jabtka (Finlandia, Grecja,
USA) [1, 2]. Kwercetyna (Ryc. 1) jest najbardziej
rozpowszechnionym flawonoidem wystepujagcym w
produktach spozywanych przez cztowieka. Dzienne
spozycie kwercytyny wynosi okoto 25 mg [3],

W pozywieniu kwercetyna wystepuje najczesciej
w postaci P-glikozyddéw m.in. rutyny, kwercetryny i
glukozydow kwercetyny, w ktérych jest ona
powigzana odpowiednio z rutynozg, ramnozg lub
glukozg.

Dane epidemiologiczne wskazujg, ze kwercetyna
i inne flawonoidy zmniejszajg ryzyko wystgpienia
choroby wiencowej serca i udaru moézgu [2, 4-7].
Efekt ten moze mie¢ zwigzek zhamowaniem utlenia-
nia frakcji lipoprotein o niskiej gestosci, a w konse-
kwencji zmniejszaniem szybkosci tworzenia ptytek
miazdzycowych. W szczegdlnosci kwercetyna jako
silny antyoksydant moze przeciwdziata¢ utlenianiu
tej frakcji lipoprotein [8-10].

Kwercetyna moze takze wptywac na przebieg pro-
cesOw nowotworzenia. W latach 70-tych wykazano,
ze zwigzek ten dziata mutagennie w uktadach bakte-
ryjnych. Jednakze badania przeprowadzone na zwie-
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rzetach nie potwierdzity obaw, ze moze ona dziataé
jako czynnik sprzyjajgcy zmianom nowotworowym,
co wiecej badania te wskazujg na wtasciwosci anty-
karcynogenne kwercetyny.

Il. Wchianianie i metabolizm kwercetyny

Kwercetyna wystepujgca w postaci aglikonu
wchtanianajest w catym jelicie, natomiast kwercety-
na wchodzaca w sktad glikozydow — w jelicie cien-
kim [11, 12]. Glikozydy, ktére nie zostaty przyswo-
jone w jelicie cienkim dostajg sie do jelita grubego,
gdzie sghydrolizowane przez P-glikozydazy wytwa-
rzane przez flore bakteryjng; powstaty w ten sposob
aglikon ulega wchtonieciu przez $§luzéwke jelita gru-
bego.

Ilo$¢ przyswojonej kwercetyny oraz szybkos$c¢ jej
wchianiania przez organizm cztowieka moze zalezeé
od postaci w jakiej wystepuje ona w pozywieniu.
Stwierdzono, ze po zjedzeniu porcji cebuli zawie-
rajacej 225 pmoli kwercetyny, gtdéwnie w,postaci
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gania z kwasami glukurono-
wym i siarkowym.

glukozyddw, maksymalne jej stezenie w o0soczu
(0,74 pM) wystepowato juz po godzinie od spozycia.
W przypadku zjedzenia 331 pmoli kwercetyny
wchodzacej w skiad rutyny maksymalne stezenie
kwercetyny (0,30 pM) stwierdzono dopiero po bli-
sko 10 godzinach [13]. Szybko$¢ osiggniecia maksy-
malnego stezenia kwercetyny w 0soczu po spozyciu
glukozydéw kwercetyny wskazuje, ze sg one
wchtanianie w jelicie cienkim, podczas gdy powolne
wchianianie rutyny wynika z jej znikomego przy-
swajania w tej czesci jelita.

Glukozydy kwercetyny sg przyswajane w jelicie
cienkim przez enterocyty za posrednictwem biatka
SGLT1 — transportera glukozy zaleznego od gra-
dientu stezeA Na+[11, 14]. Transporter ten nie trans-
portuje jednak rutyny, chociaz jej obecno$é stwier-
dza sie w osoczu [15]. Cze$¢ glikozyddéw, ktére
zostang wchioniete przez enterocyty ulega nastepnie
hydrolizie. W cytosolu komorek btony S$luzowej
jelita stwierdzono wystepowanie P-glikozydazy,
ktora-hydrolizuje 4°’-glukozyd kwercetyny [16].
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Glikozydy kwercetyny moga by¢ takze hydrolizo-
wane w Swietle jelita. W jelicie cienkim wystepuje
.P-glikozydaza: laktaza floryzynowa, ktéra zwigzana
z btong rabka szczoteczkowego moze hydrolizowac
m.in. 3-glukozyd kwercetyny oraz 4’-glukozyd
kwercetyny z wytworzeniem aglikonu w poblizu
btony komorkowej enterocytow [17]. Dodatkowo w
jelicie grubym kwercetyna powstaje w wyniku ak-
tywnosci hydrolaz bakteryjnych. Kwercetyna moze
wnika¢ do komdrek btony $luzowej na drodze dyfu-
zji biernej.

W komdrkach nabtonka jelitowego kwercetyna
jest sprzegana z kwasem glukuronowym przez trans-
feraze UDP-glukuronowsg; gtdéwnymi produktami tej
reakcji sg 3- i 7-glukuronid kwercetyny [14]. Z ente-
rocytéw do krwi transportowane sg poza koniugata-
mi kwercetyny réwniez niewielkie iloSci glikozyddw
kwercetyny oraz kwercetyny wystepujgcej w postaci
wolnej [15, 18].

Metabolizm kwercetyny w watrobie jest stabo po-
znany. Brak jest doniesien o przeksztatceniach tego
zwigzku katalizowanych przez enzymy | fazy meta-
bolizmu ksenobiotykéw. Biatka Il fazy metabolizmu
ksenobiotykéw przeprowadzajg Ometylacje kwer-
cetyny oraz jej sprzeganie z kwasem glukuronowym
i siarkowym. Produktami O-metylacji kwercetyny
katalizowanej przez O-metylotransferaze katecho-
lowasgpochodne zawierajgce grupy metylowe w po-
zycjach 3714’ [19, 20]. Podczas sprzegania kwerce-
tyny z kwasem glukuronowym powstaje z kolei 3-,
7-, 4°- i 3’-glukuronian kwercetyny. Enzymy Il fazy
metabolizmu ksenobiotykéw przeksztatcajg zarow-
no aglikon, jak i glikozydy kwercetyny. Moga one
rowniez przeprowadzaé modyfikacje jednoczes$nie
kilku réznych grup hydroksylowych kwercetyny [21,
22]. Metabolity kwercetyny powstajagce w watrobie
sg wydalane z zékcig; czes¢ z nich jest z powrotem
wchianiana w jelicie.

W jelicie cze$¢ kwercetyny ulega rozpadowi pod
wpltywem enzyméw bakteryjnych i lekko alkaliczne-
go Srodowiska. Enzymy bakteryjne powodujg rozbi-
cie pierscienia pironowego kwercetyny (pierscienia
C) z wytworzeniem kwasow fenylooctowego i feny-
lopropionowego oraz innych pochodnych (Ryc. 1)
[23]. W $rodowisku alkalicznym kwercetyna ulega
chemicznej degradacji i utlenieniu [24]. Przy duzym
spozyciu warzyw nastepuje wzrost pH tresci pokar-
mowej w jelicie co moze przyczyniaC sie do przy-
spieszonego rozpadu kwercetyny [25].

Przedstawione dane wskazujg na to, ze kwercety-
na wystepuje w organizmie cztowieka nie tylko w
postaci aglikonu, ale rowniez réznych glikozydéw,
koniugatéw i produktow rozpadu. Kazda z pochod-
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nych kwercetyny moze mieé odmienne dziatanie bio-
logiczne. Produkty degradacji kwercetyny: kwas di-
hydroksyfenylooctowy (DHPAA) i kwas /?-hydro-
ksyfenylooctowy (pHPAA) hamuja agregacje ptytek
krwi w wiekszym stopniu niz kwercetyna [26,27]. W
doswiadczeniu majagcym na celu poréwnanie aktyw-
nosci biologicznej glikozydow: 3-glukozydu kwer-
cetyny, 4’-glukozydu kwercetyny, 3,4’-diglukozydu
kwercetyny i 3-rutynozydu kwercetyny oraz kwerce-
tyny stwierdzono, ze zablokowanie grupy 3-hydro-
ksylowej kwercetyny powoduje utrate zdolnosci po-
wstatej pochodnej tego zwigzku do indukowania w
mysich komdrkach Hepalclc7 raka watroby aktyw-
nosci enzymu Il fazy metabolizmu ksenobiotykéw:
reduktazy chinonowej, natomiast zablokowanie gru-
py 4’-hydroksylowej przyczynia sie do zmniejszenia
wiasciwosci antyoksydacyjnych glikozydu w poréw-
naniu z aglikonem [28]. Glukuroniany kwercetyny
hamujg aktywno$¢ oksydazy ksantynowej, przy
czym stopied hamowania dziatania enzymu zalezy
od potozenia grupy glukuronianowej w koniugacie
kwercetyny [21]. Zatem przy badaniu aktywnosci
biologicznej kwercetyny nalezy pod uwage wzigé
réwniez jej metabolity.

I11. Znaczenie kwercetyny w mutagenezie
i karcynogenezie

Zainteresowanie kwercetyng jako skiadnikiem
wystepujagcym w zywnos$ci wzrosto po stwierdzeniu
jej wiasciwosci genotoksycznych i mutagennych w
teScie Amesa oraz testach przeprowadzanych na ko-
morkach ssakéw [29-31]. Niektore z diugookreso-
wych badan przeprowadzonych na gryzoniach do-
starczyty réwniez informacji o jej wiasciwosciach
karcynogennych; podawanie duzych ilosci kwerce-
tyny powodowato gruczolaki i gruczolakoraki kana-
likbw nerkowych [32] oraz raki jelita i pecherza mo-
czowego szczuréw [33]. Jednakze pomimo wynikdw
doSwiadczen wskazujgcych na zdolno$¢ kwercetyny
do wywotywania mutacji i procesu nowotworzenia
wiekszo$¢ diugookresowych badan przeprowadzo-
nych na gryzoniach nie potwierdza tych wtasciwosci
[34].

Kwercetyna nie tylko charakteryzuje sie brakiem
wiasciwosci mutagennych i karcynogennych, ale
rowniez moze chroni¢ przed skutkami dziatania pew-
nych mutagenow i karcynogenow. Zmniejsza ona
mutagenny wptyw A-metylo-A”-nitro-A-nitrozo-
guanidyny (MNNG) na DNA Salmonella typhimu-
rium [35]. Podawanie za$ kwercetyny poprzedzajace
ekspozycje na takie karcynogeny jak 7,12-dimetylo-
benz[a]antracen i A-nitrozometylomocznik zmniej-
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sza czesto$¢ wystepowania nowotworow gruczotu
piersiowego samic szczuréw [36], a takze wystepo-
wania zmian nowotworowych w jelicie grubym my-
szy [37]. W pewnych przypadkach kwercetyna moze
wykazywaé dziatanie kokarcynogenne; na przyktad
moze ona potegowac¢ dziatanie mutagenne amin he-
terocyklicznych w stosunku do watroby myszy [38].

Modulowanie przez kwercetyne mutagennej i kar-
cynogennej aktywnosci szeregu ksenobiotykéw
moze by¢ spowodowane przez zmiany aktywnosci
enzyméw | i Il fazy metabolizmu ksenobiotykow,
oddziatywanie z biatkami naprawy DNA oraz z inny-
mi biatkami uczestniczacymi w metabolizmie DNA,
a takze wiasciwosci antyproliferacyjne i proapop-
tyczne.

I11-1. Modulowanie metabolizmu ksenobiotykéw

Kwercetyna zmniejsza aktywno$¢ cytochromu
P450 1A1 (CYP 1Al) przeksztatcajacego benz[a]pi-
ren do pochodnych diepoksydowych [39, 40], CYP
1A2 odpowiedzialnego za metabolizm leku przeciw-
nowotworowego dakarbozyny [41], CYP 2C8 prze-
prowadzajgcego konwersje leku przeciwnowotworo-
wego paklitakselu do 6a-hydroksypaklitakselu [42]
oraz CYP 3A4 metabolizujgcego 17[3-estradiol i me-
tadon [43, 44], Konsekwencjg wptywu kwercetyny
na aktywnos$¢ cytochromow w przypadku benz[a]pi-
renu jest zmniejszona ilo$¢ adduktow DNA [39] oraz
nowotworow skory [45]. Mechanizm dziatania kwer-
cetyny nie jest znany. W przypadku cytochromu
P450 1Al kwercetyna moze zmniejsza¢ ekspresje
genu kodujacego CYP 1Al [39]. Moze ona takze od-
dziatywac z centrum aktywnym enzymu z uwagi na
to, ze kwercetynajest produktem reakcji hydroksyla-
cji flawonoidu kempferolu przeprowadzanej przez
ten cytochrom [46].

Kwercetyna moze rowniez zwiekszaé tempo me-
tabolizmu niektérych ksenobiotykow przez cyto-
chromy. Dotyczy to ksenobiotykéw takich jak aminy
heterocykliczne: 2-amino-3,5-dimetylo[4,5-/)imida-
zolochinolina (MelQ) i 3-amino-I-metylo-5H-pi-
rydyno[4,3-8]indol (Trp-P-2) [47] oraz trojcykliczne
aminy aromatyczne: 2-aminofluoren (2-AF), amino-
antracen i aminofenantren [48].

Kwercetyna wptywa takze na aktywnos$¢ enzy-
moéw Il fazy metabolizmu ksenobiotykéw. Kwerce-
tyna powoduje wzrost aktywnosci transferazy UDP-
glukuronowej UGT1A w ludzkich komérkach
Caco-2 pochodzacych zjelita grubego [49] iredukta-
zy chinonowej ludzkich komdrek MCF-7 z raka pier-
si [50]. Kwercetyna jest inhibitorem niekompetycyj-
nym S-transferazy glutationowej (GST)  watroby
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szczura [51, 52], ktérej aktywnos$¢ jest hamowana w
mniejszym stopniu w poréwnaniu z aktywnoscig cy-
tochromu P450 1Al [39].

111-2. Wiasciwosci antyoksydacyjne i pro-
oksydacyjne kwercetyny

Kwercetyna moze wykazywac¢ witasciwosci anty-
oksydacyjne i prooksydacyjne. Wiasciwosci antyo-
ksydacyjne kwercetyny zwigzane sg ze zdolnoscia
do zmiatania wolnych rodnikéw, hamowaniem
aktywnos$ci oksydaz i dziataniem przeciwzapalnym.
Wykazano, ze kwercetyna moze oddziatywaé z
takimi rodnikami jak anionorodnik ponadtlenkowy
(0J), rodnik hydroksylowy (OH) [53], tlen
singletowy (‘0 2) [54], rodnik nadtlenkowy (LOO)
[55], tlenek azotu (NO ) [56], czy tez nadtlenoazotyn
(ONOO~) [57]. Kwercetyna moze réwniez
redukowaé rodnik a-tokoferylowy do a-tokoferolu
w zwigzku z tym, ze ma nizszy potencjat redoks niz
a-tokoferol [58]. Podczas reakcji z rodnikami
kwercetyna jest dawcg atomu wodoru. Zwigzek ten
moze by¢ odtwarzany w wyniku redukcji rodnika
kwercetyny przez witamine C [59] i reduktaze
semihydroaskorbinianowg zalezng od NAPH [60].
Wiasciwosci antyoksydacyjne kwercetyny zwigzane
sg z podstawieniem 3’,4’-dihydroksylowym w
pierscieniu B oraz kombinacji wigzania podwojnego
C2-C3, grupy 3-hydroksylowej i 4-karbonylowej
[28,61].

Kwercetyna hamuje aktywno$¢ oksydaz, enzy-
méw odpowiedzialnych za tworzenie i H2 2. Kwer-
cetyna jest inhibitorem kompetycyjnym oksydazy
ksantynowej dzieki obecnosci grupy 7-hydroksy-
lowej oraz inhibitorem niekompetycyjnym w
zwigzku z wystepowaniem podstawienia 3’,4’-hy-
droksylowego w pierscieniu B [21, 61]. Moze ona
rowniez wptywac¢ na przekazywanie sygnatu wew-
natrzkomorkowego przez kinazy biatkowe iw rezul-
tacie hamowaé aktywnos$¢ oksydazy NAPDH leuko-
cytow [62].

Aktywnos$¢ prooksydacyjng kwercetyny obser-
wuje sie w obecnosci tlenu oraz jonéw Fe3+i Cu2+
Kwercetyna moze wigza¢ te metale przejSciowe za
posrednictwem grup hydroksylowych pierscienia B,
atakze grup 3-hydroksylowej i4-karbonylowej pier-
$cienia C [63]. Kwercetyna charakteryzuje sie takze
niskim  potencjat  oksydoredukcyjnym,  ktory
umozliwiajej redukcje Fe3+i Cu2+ aw konsekwencji
tworzenie H2 2, OH i '0 2oraz uszkodzenia DNA i
mutacje [64, 65]. Zastosowanie dysmutazy
ponadtlenkowej i katalazy zapobiega aktywnosci
mutagennej kwercetyny w teScie Amesa [24],

POSTEPY BIOCHEMII 47(4), 2001



Niewykluczone, ze aktywnos¢ prooksydacyjna
kwercetyny moze odgrywac role w indukcji przez ten
zwigzek odpowiedzi adaptacyjnej limfocytéw
cztowieka i komérek V79 chomika syryjskiego w
stosunku do czynnikéw generujacych wolne rodniki
takich jak mitomycyna C, bleomycyna i H20 2 [66,
67].

I111-3. Oddziatywanie kwercetyny ze sktadnikami
chromatyny i biatkami naprawy DNA

Kwercetyna moze oddziatywa¢ z DNA i biatkami
uczestniczacymi w jego naprawie. Wykazano, ze
kwercetyna oddziatuje bezposrednio z DNA i stabili-
zuje jego strukture drugorzedowg [68]. Wzrost od-
dziatywan pomiedzy kwercetyng i DNA obserwowa-
ny jest przy rosnacej sile jonowej srodowiska [69].
Zdaniem niektérych autorow stabilizowanie struktu-
ry drugorzedowej DNA przez kwercetyne moze byé
zwigzane z jej zdolnoScig do interkalacji DNA [69,
70], jednakze wydaje sie, ze bardziej prawdopodob-
nym mechanizmem jest tworzenie komplekséw
sktadajacych sie z kwercetyny, kationéw dwuwarto-
sciowych metali (wapnia, magnezu, zelaza, miedzi,
manganu) i ujemnie natadowanego szkieletu fosfo-
diestrowego. Kompleksy takie utworzone w duzej
ilosci moga utrudniac¢ rozdzielenie sie obu nici helisy
DNA podczas jego denaturacji.

Kwercetyna moze wptywaé na szybko$¢ naprawy
uszkodzen DNA. Moze ona zmniejsza¢ szybkos¢ na-
prawy uszkodzen DNA wywotanych przez promie-
niowanie jonizujace [71], MNNG [72] oraz cis-DDP
[73]. Obserwowane zjawisko moze by¢ zwigzane z
hamowaniem polimeraz DNA [74], topoizomeraz
DNA 1ill typu [75, 76] oraz hamowaniem aktywno-
$ci kinazowej jednostki katalitycznej kinazy biatko-
wej zaleznej od DNA (DNA-PKQ [77]. W przypad-
ku polimeraz DNA, DNA-PK i niektérych topoizo-
meraz wykazano, ze kwercetyna jest inhibitorem
kompetycyjnym wspdtzawodniczacym z ATP o cen-
trum aktywne enzymaow.

Kwercetyna moze hamowac takze biatka naprawy
DNA, aktywowane przez jony metali [72], takie jak
Zn2+ Fe2+i Fe3+. Jony te wchodzg w sktad obszarow
odpowiedzialnych w biatkach za wigzanie sie z
DNA: domeny palca cynkowego biatka XPA (uczest-
niczgcego w naprawie DNA przez wycinanie nukle-
otydéw) [78] oraz domeny zawierajagcej Kklaster
[4Fe-4S]2+ biatek NTHL1 (glikozylazy DNA usu-
wajacej utlenione pirymidyny) i MYH (glikozylazy
DNA usuwajgcej btedne parowania adeniny) [79].
Inne wigzane przez kwercetyne kationy metali:
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Mn2+, Mg2+i Ca2+ [80] sg aktywatorami niektorych
biatek naprawy DNA.

111-4. Wiasciwosci antyproliferacyjne i pro-
apoptyczne kwercetyny

Kwercetyna hamuje podziaty komoérkowe roz-
nych nowotworéw cztowieka: raka okreznicy [81],
raka piersi [82], biataczki [83]. Stwierdzono, ze w
komorkach eksponowanych na kwercetyne nastepu-
je zatrzymanie cyklu komérkowego w punktach kon-
trolnych GI/S [84, 85], G2/M [84, 86, 87], Kwerce-
tyna powoduje takze apoptoze komorek, ktorych
cykl komérkowy zostat zatrzymany w punkcie kon-
trolnym G2/M [86, 87].

Antyproliferacyjne i proapoptyczne dziatanie
kwercetyny moze by¢ zwigzane z hamowaniem
przez nig kinaz odgrywajacych role w przekazywa-
niu sygnatu od btony komérkowej do cytoplazmy i
do jadra oraz w regulacji cyklu komorkowego.
Kwercetyna hamuje aktywno$¢ 4-kinazy fosfatydy-
loinozytolu i 5-kinazy fosfatydyloinozytolu [88], ki-
nazy biatkowej C (PKC), 3-kinazy fosfatydyloinozy-
tolu [89, 90], kinaz biatkowo-tyrozynowych recepto-
rowych i niereceptorowych [91] oraz kinaz MAP
[92, 93] i kinazy CDC2 [94]. Kwercetyna jest inhibi-
torem kompetycyjnym kinaz wspotzawodniczacym
z ATP o ich centrum aktywne. Mechanizm hamowa-
nia przez kwercetyne aktywnosci kinaz oraz polime-
raz DNA, topoizomeraz i integraz jest zatem podob-
ny [90, 95]. Hamowanie wzrostu komérkowego spo-
wodowane jest takze zmniejszaniem przez kwercety-
ne aktywnosci polimeraz DNA i RNA [74, 96] oraz
niektorych czynnikéw elongacyjnych translacji [97].
Podczas ekspozycji komorek na kwercetyne nastepu-
je réwniez podwyzszenie komoérkowego poziomu
biatka p53, waznego biatka biorgcego udziat w regu-
lacji cyklu komorkowego, apoptozy i naprawy DNA
[87].

W komorkach eksponowanych na kwercetyne
zmniejszeniu ulega ekspresja szeregu genéw ko-
dujacych biatka niezbedne podczas proliferacji ko-
madrkowej takie jak: H-ras, K-ras, N-ras i c-myc
[98-100], histon H4, cykliny A, B, DI ikinaze CDC2
[83, 92, 94]. Zmniejszenie ekspresji biatek zwigza-
nych ze wzrostem i proliferacjg komérek poddanych
dziataniu kwercetyny jest zwiazane z hamowaniem
aktywnosci kinaz fosfatydyloinozytolowych, kinazy
biatek C, kinaz biatkowo-tyrozynowych i Kkinaz
MAP oraz zwiekszonym poziomem p53 w komoérce.
Podwyzszony poziom biatka p53 przyczynia sie row-
niez do zwiekszonej ekspresji takich czynnikow jak:
p2\CIP/IVAA i 14-3-30, odpowiedzialnych za zatrzy-
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manie cyklu komdrkowego w punktach kontrolnych
GIl/S i G2/M.

Poza hamowaniem proliferacji kwercetyna moze
powodowaé¢ réwniez apoptoze. W komorkach
biataczkowych HL-60 obserwowano indukcje ak-
tywnosci kaspazy 9 i stymulacje trawienia proteoli-
tycznego polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP). Po-
nadto kwercetyna moze wywolywaé utrate
transbtonowego potencjatu btony mitochondrialnej,
zwiekszenie produkcji reaktywnych form tlenu,
uwolnienie cytochromu c¢ z mitochondrialnej prze-
strzeni miedzybtonowej do cytozolu i aktywacje ka-
spazy 9 [101]. Proapoptyczny mechanizm dziatania
kwercetyny moze by¢ zalezny od p53; podwyzszenie
poziomu p53 w komdrce przyczynia sie do zwieksze-
nia ekspresji genéw kodujacych biatko Bax odpo-
wiedzialne za uwalnianie cytochromu c do cytozolu
oraz receptorow btonowych Fas i DR5 aktywujgcych
kaspazy po zwigzaniu sie z nimi odpowiednich ligan-
dow.

IV. Uwagi koricowe

Kwercetyna i inne flawonoidy wystepujg w du-
zych ilosciach w produktach pochodzenia roslinne-
go. Wyniki badan przeprowadzonych na zwierzetach
oraz badan in vitro sugerujg, ze flawonoidy hamujg
rozwéj nowotworow. Jednakze w badaniach epide-
miologicznych przeprowadzonych na duzej grupie
0s0b w 7 krajach nie stwierdzono korelacji pomiedzy
spozyciem kwercetyny, kempferolu, mirycetyny, lu-
teoliny, apigeniny a ogdlng zapadalno$cig na nowo-
twory czy ryzykiem zachorowania na ich poszcze-
goélne rodzaje [1, 102, 103].

W badaniach epidemiologicznych oceniano
spozycie flawonoidéw na podstawie ich zawartosci
w produktach spozywczych. Stwierdzono m.in., ze
najwieksze spozycie flawonoiddéw odnotowano w Ja-
ponii i gtdwnym Zrodtem tych zwiazkéw byta tam
herbata, natomiast najmniejsze spozycie byto w Fin-
landii i ich najwazniejszym zrodiem byta cebula i
jabtka. Jednoczesnie w przypadku kwercetyny wia-
domo, ze w roznych produktach wystepuje ona w po-
staci innych glikozyddw réznigcych sie miedzy sobg
szybkoscig absorbcji w jelitach: przyktadowo ruty-
nozyd kwercetyny wystepujacy w herbacie jest
wchianiany 2,5 raza stabiej w poréwnaniu z glukozy-
dami kwercetyny znajdujagcymi sie w cebuli [7]. Za-
tem przy ocenie wilasciwosci przeciwnowotworo-
wych kwercetyny i innych flawonoidéw powinno
odnosié sie zachorowalno$¢ na nowotwory nie w od-
niesieniu do spozycia tych zwiagzkdw, ale ilosci, kto-
ra jest absorbowana w jelitach.
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Budowa i1 funkcje biatka CD36

Structure and functions of CD36

URSZULA KRALISZ

Spis Tresci

l.  Wstep
Il.  Wystepowanie CD36
I1l.  Zmiany ekspresji CD36
IV. Poréwnanie CD36 pochodzgcych z réznych zrodet
V.  Budowa genu CD36
VI. Budowa biatka CD36
VII. Rodzina biatek CD36
VIII. Funkcje CD36
VI1II-1. Receptor trombospondyny
VII1-2. Receptor erytrocytow zakazonych
pasozytem malarii Plasmodium falciparum
VI11-3. Udziat CD36 w usuwaniu komorek
apoptotycznych
VIII-4. Receptor utlenionych fosfolipidéw o
niskiej gestosci
VIII-5. Receptor dtugotancuchowych kwaséw
ttuszczowych
VI11-6. Receptor kolagenu
VI11-7. Udziat CD36 w przewodzeniu sygnatu
IX. Znaczenie kliniczne CD36
X. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: GP — glikoproteina, CD —
antygeny roznicowania leukocytéw (ang. cluster o fdifferentia-
tion), TSP — trombospondyna, oxLDL — utlenione fosfolipidy
o0 niskiej gestosci (ang. oxidized low density lipoprotein), HDL
— lipoproteiny o wysokiej gestosci (ang. high density lipopro-
tein), FAT — transporter kwasow tluszczowych (ang.fatty acid
transporter), IRBC — zakazone erytrocyty (ang: infected red
blood cells), SR-B1 — receptor zmiatajagcy Bl (ang. scavenger
receptor Bl), HEL — komorki lini erytroleukemicznej (ang: hu-
man erythroleukemic cell lines),YAC — sztuczny chromosom
drozdzy (ang: yeast artificial chromosome), SNMP1 — biatko
btony neuronéw czuciowych (ang: sensory neuron membrane
protein 1), LIMPIl — biatko btony lizosoméw (ang: lysosomal
integral membrane protein 11), emp — biatko btony komdrek
nabtonkowych (ang: epithelial membrane protein), ICAM-1 —
miedzykomoérkowe biatko adhezyjne (ang: intracellular adhe-
sion molecule-1), VCAM-1 — biatko adhezyjne komdrek
naczyniowych-1 (ang: vascular cell adhesion molecule-1),
ELAM-1 — biatko adhezyjne komorek d$rédbtonka i
leukocytdw (ang: endothelial-leukocyte adhesion molecule-1),
ARA — kwas arachidonowy, SLE — toczen rumieniowaty
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uktadowy (ang: systemie lupus erythematosus), ITP — plamica
matoptytkowa idiopatyczna (ang: idiopatic thrombocytopenic
purpura), HIT — matoptytkowo$¢ indukowana heparyng (ang:
heparin induced thrombocytopenia), HITT — matoptytkowos¢
indukowana heparyng z zakrzepami (ang: heparin induced
thrombocytopenia with thrombosis), TTP — choroba
Moschowitza, (ang: thrombotic thrombocytopenic purpura).

. Wstep

Biatko CD36 byto poczatkowo opisane jako jedno
z gtownych biatek btony plazmatycznej ptytek krwi.
Bialko CD36 plytek krwi, znane tez jako GPIV,
GPIlIb i GP88, charakteryzuje sie duzg hydrofobo-
woscig, wysoka zawartoscia weglowodanéw oraz
wysokg opornoscig na dziatanie enzymow proteoli-
tycznych min. trypsyny, chymotrypsyny i trombiny
[1-4]. Badania p6zniejsze wykazaty, ze biatko GPIV
ptytek krwi jest identyczne immunologicznie z anty-
genem CD36 leukocytéw, ktéry wystepuje w wielu
komorkach i tkankach [5]. CD36 jest receptorem ko-
lagenu, trombospondyny (TSP), fosfolipidéw anio-
nowych, utlenionych lipoprotein o niskiej gestosci
(ang. oxidised Low Density Lipoproteins, oxLDL),
erytrocytdw zakazonych malarig (ang. Infected Red
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Blood Cells, IRBC) i erytrocytéw sierpowatych.
CD36 bierze udziat w rozpoznawaniu i fagocytozie
apoptotycznych neutrofili, fagocytozie zuzytych
czesci nabtonka siatkéwki, ,wybuchu” tlenowym
monocytéw i transportowaniu dtugotaricuchowych
kwasow ttuszczowych. Jest biatkiem przekazniko-
wym i bierze udziat w przesytaniu informacji do
whnetrza komarki. CD36 reaguje tez z biatkiem p37
aglutynujacym ptytki krwi wywotujac agregacje
ptytek. Diuga lista ligandéw wigzgcych sie z CD36
spowodowata zaliczenie tego biatka do grupy wielo-
funkcyjnych receptoréw zmiatajagcych klasy BI
(ang. scavenger receptors-Bl, SR-B1). Ponadto,
wskazuje ona na udziat CD36 w adhezji i agregacji
ptytek krwi, oddziatywaniach ptytek krwi z monocy-
tami i ptytek krwi z komdrkami nowotworowymi,
pochtanianiu apoptotycznych neutrofili przez mono-
cyty, adhezji komoérek do macierzy, w tym adhezji
erytrocytdw sierpowatych i erytrocytow zakazonych
pasozytem malarii do $rédbtonka.

Celem tego artykutu jest przedstawienie aktualne-
go stanu wiedzy o biatku CD36, a w szczegdlnosci o
jego budowie, petnionych funkcjach i znaczeniu kli-
nicznym.

Il. Wystepowanie CD36

Badania immunologiczne wykazaty obecnos¢
CD36 w btonach plazmatycznych wielu komorek
hematopoetycznych, w tym ptytek krwi, monocy-
téw, makrofagdw, granulocytéw i erytrocytéw.
CD36 wystepuje réwniez w komorkach srédbtonka
naczyn wilosowatych prawie wszystkich ludzkich
tkanek (z wyjatkiem komorek $rédbtonka btony pod-
stawowej kiebkéw nerwowych), niektérych typach
komorek nabtonka, komdrkach tkanki ttuszczowej
(adypocyty) i keratynocytach [1, 6, 7-12]. Na uwage
zastuguje fakt, ze Srodbtonek duzych naczyn krwio-
nosnych nie zawiera CD36 [7, 13]. Obecno$¢ CD36
stwierdzono tez w niektorych liniach komorek rako-
wych w tym min. w komoérkach czerniaka, biataczki
megakarioblastycznej (MEG-01) i komorkach ery-
troleukemicznych HEL (ang. Human Erytroleukemic
Celi Lines) [ 14]. Wysoka zawarto$¢ CD36 stwier-
dzono w komoérkach magazynujgcych triglicerydy
min. w adypocytach oraz w komérkach nabtonka
gruczotéw mlecznych, komoérkach $rodbtonka na-
czyn kapilarnych tkanki ttuszczowej, mieséni szkiele-
towych i miesnia sercowego [ 15]. CD36 zostato wy-
izolowane z ptytek krwi, komdrek nabtonka gru-
czotu mlecznego, $rédbtonka naczyn witosowatych
mies$nia sercowego oraz komérek czerniaka C32.
Najlepiej scharakteryzowane CD36 znajduja sie, w

308

ptytkach krwi i komdrkach nabtonka gruczotu
mlecznego [1-4, 6, 9-10, 16-19, 20- 24].

I11. Zmiany ekspresji CD36

Ekspresja CD36 na powierzchni  btony
plazmatycznej zwieksza si¢ podczas rdznicowania
sie promonocytéw do monocytéw oraz do makro-
fagéw, promegakariocytow do piytek krwi i pre-
adypocytow do adypocytdw, ale zmniejsza sie
podczas powstawania erytrocytow [1, 25] Ekspresja
CD36 wulega zmianom w komorkach nabtonka
gruczotu mlecznego. Mata zawarto$¢ CD36 znajduje
sie w gruczole nie wydzielajagcym mleka. W gruczole
wydzielajagcym mleko syntezowane sg duze ilosci
CD36, ktére znajduja sie w rejonie apikalnym btony
plazmatycznej komdrek nabtonka, skad CD36
dostaje sie do bton otaczajacych krople trigli-
ceryddow w mleku [21]. Ekspresja CD36 jest
specyficznie regulowana przez cytokiny i np.
ekspresja CD36 monocytow zalezy od czynnika
stymulujgcego tworzenie koloni iod interleukiny 4,
a ekspresja CD36 S$rédbtonka naczyn kapilarnych
zalezy od interferonu y [1,13, 25].

IV. Porownanie CD36 pochodzacych
z roznych zrodet

Sekwencja aminokwasowa CD36 ludzi, wotu,
myszy i szczura jest wysoce konserwatywna i
podobieAstwa wynosza ok. 80-90 % [26]. W
odréznieniu od biatka CD36 ptytek ludzkich, ktére
posiada 10 miejsc N-glikozylacji, CD36 nabtonka
gruczotu mlecznego wotu posiada 8 miejsc N-gli-
kozylacji [21]. CD36 komoérek $rodbtonka naczyh
wiosowatych serca wolu ma substytucje amino-
kwasu Asn—»Asp w pozycji 3w poréwnaniu z CD36
ptytek krwi. CD36 srddbtonka serca wotu wykazuje
réwniez roznice funkcjonalne i immunologiczne w
poréwnaniu z CD36 ptytek ludzkich. CD36 serca i
ptytek krwi wotu nie wigzg erytrocytow zakazonych
pasozytem  malarii  Plasmodium falciparum.
Przeciwciata poliklonalne skierowane przeciwko
CD36 ptytek ludzkich rozpoznaja CD36 serca wotu,
ale przeciwciata monoklonalne 8A6, OKM5 i OKMS8
nie reaguja z CD36 serca wotu, wskazujagc na
obecnos¢ epitopow specyficznych dla CD36 ptytek
ludzkich [24]. Na uwage zastuguje fakt, ze komorki
srodbtonka naczyhn witosowatych ptuc i mézgu wotu
nie posiadajag CD36, podczas gdy wystepuje ono w
ludzkim $rodbtonku ptuc i mozgu [21, 7].

CD36 komoérek czerniaka i ptytek krwi ludzkich
ma mase czasteczkowg 88 kDa, erytroblastow i
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nabtonka gruczotu mlecznego wotu 78 KkDa,
nabtonka gruczotu mlecznego Iludzi 80 kDa,
$rodbtonka naczyn wiosowatych mies$nia sercowego
wotu 85 kDa, a monocytéw ludzkich 94 kDa [6, 21,
23-24]. Rbéznice mas czasteczkowych wynikajg naj-
prawdopodobniej z réznic w potranslacyjnych mo-
dyfikacjach CD36, w tym gtéwnie z roznej zawarto-
éci cukrowcéw. Swiadczy o tym fakt, ze po degliko-
zylacji endoglikozydazg F CD36 nabtonka gruczotu
mlecznego ludzi i wotu, sr6dbtonka wotu i plytek
ludzkich otrzymano biatko o tej samej masie
czasteczkowej wynoszacej 57 kDa [23].

V. Budowa genu CD36

Gen dla CD36 zlokalizowano na chromosomie
79l 1.2 [27]. Oquendo iwsp. [28] wyizolowali po

Tabela 1
Eksony ludzkiego genu CD36

Numer eksonu Dtugos¢ eksonu

Nukleotydy cDNA

preparatow [29]. Sekwencja ptytkowego cDNA byta
réwniez niemal catkowicie zgodna z sekwencja
podang przez Oquendo i wsp. [30]. Catkowita
organizacja genu ludzkiego dla CD36 zostata podana
przez Arme sil la i wsp. [31]. Do badanh
strukturalnej organizacji genu CD36 badacze ci
stosowali cDNA otrzymane z mRNA komdrek
czerniaka. Gen CD36 izolowali tez z biblioteki
ludzkich genéw sztucznego chromosomu drozdzy
YAC-37 (ang. Yeast Artificial Chromosome).
Istnieje pojedyncza kopia genu CD36 w genomie
ludzkim. Gen CD36 skfada sie z 15 eksondw, ajego
wielko$¢ wynosi 32 tysigce par zasad. Eksony
kodujg rozng ilos¢ aminokwaséw, najwiecej
aminokwasow (62) koduje ekson 10, a najmniej (15)
ekson VIII. Charakterystyka eksondw oraz intronéw
genu CD36 podana jest w tabeli 1. Eksony I, Il i XV

Kodowane aminokwasy 1lo$¢ aminokwaséw

| 106

[ 94 107-200

Il 209 201-409 1-40 40
v 161 410-570 41-94 54
% 148 571-718 95-143 49
VI 180 719-898 144-203 60
VI 92 899-990 204-234 32
Vil 47 991-1037 235-249 15
IX 70 1038-1107 250-273 24
X 188 1108-1295 274-335 62
X 119 1296-1414 336-375 40
Xl 74 1415-1488 376-400 25
X1 55 1489-1543 401-418 18
XIV 434 1544-1977 419-472 54
XV 624 1709-2333

raz pierwszy cDNa dla CD36 z biblioteki DNA sq niekodujace, ekson Il koduje N-koniec oraz

cztowieka otrzymanej z tozyska i zbadali jego
sekwencje. Na podstawie uzyskanej sekwencji
wyliczyli mase czgsteczkowg polipeptydu, ktora
wynosita 53 kDa i zlokalizowali dwa transhtonowe
obszary, znajdujace sie blisko N- i C- koncéw
czasteczki. Wyler iwsp. porédwnali cDNA CD36
ptytek krwi, monocytéw, komorek S$rddbtonka i
komérek HEL. Wykazali oni niemal prawie
catkowitg zgodno$¢ sekwencji wyizolowanych
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odcinek transbtonowy N-konica, eksony IV-XIII
kodujg domene zewngtrzkomorkowg, a ekson XIV
koduje C- koniec czgsteczki, odcinek transbtonowy
C-konca czasteczki oraz niewielkg cze$¢ domeny
zewnatrzkomdrkowej od C-konca. Na uwage zastu-
guje fakt, ze az jedenascie eksonéw (eksony IV do
XII oraz czes¢ XIV) koduje demene zewnatrz-
komérkowa, co moze by¢ konsekwencjg wielo-
rodnos$ci funkcji, w ktérych ta domena bierze udziat.
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Armesilla i wsp.[31] zidentyfikowali tez
miejsce inicjacji transkrypcji genu CD36. Inicjacja
transkrypcji rozpoczyna sie od pojedynczego miej-
sca potozonego 389 nukleotyddéw ,,w goére” od kodo-
nu ATG rozpoczynajacego translacje, co jest zgodne
z lokalizacjg powszechnie wystepujacego boksu
TATA w pozycji 28 nukleotydéw ,,w gdre” od miej-
sca inicjacji transkrypcji. Gen CD36 zawiera 11
miejsc sktadania (splicing sites) wystepujacych po-

8A98 TSP

OxLDL
126 Kwasy ttluszczowe

miedzy eksonami IX i XV. Wszystkie sekwencje ak-
ceptorowe i donorowe biorgce udziat w skiadaniu
podlegaja powszechnie wystepujgcym regutom
sktadania. R6znorodno$¢ faz intronéw (46% znajdu-
je sie w fazie 0, 18% w fazie 1, 36 % w fazie 2) ogra-
nicza ilos¢ czasteczek mRNA, ktére moga powsta¢ w
wyniku delecji eksonu i pozwala na utrzymanie ta-
kiej samej ramki odczytu.

Regulacja transkrypcji genu CD36 jest stabo
poznana. Analiza promotora genu dostarczyta infor-
macji o szeregu elementach cfs-regulatorowych. W
réznicujacych sie komorkach B transkrypcja zalezy
m.in. od czynnika Oct-2 [32]. Badajac region bliski
promotora, poza boksami TATA i CAAT, ktore
wystepowaty w odpowiednich pozycjach w odnie-
sieniu do miejsca startu transkrypcji, znaleziono
miejsca wigzace nastepujgce czynniki regulujace:
NF-1, AP-2, AP-3, NF-kB/rel, PEA-3, CK-1, CK-2
oraz kilka obszaréw bogatych w puryny i pirymi-
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dyny, ktore rowniez odgrywaja funkcje regula-

torowe.
V1. Budowa bhiatka CD36

Model budowy CD36 wydedukowano w oparciu o
analize sekwencji genu dla tego biatka. Biatko CD36
posiada dwie domeny transbtonowe (pozycje
aminokwasowe 7-34 oraz 440-466), dwa kroétkie

Btona komérkowa
Acylacja
Glikozylacja
Fosforylacja

Mostek cystynowy

Ryc. 1 Schemat budowy biatka
CD36. Na schemacie za-
znaczone sg miejsca gli-
kozylacji,  fosforylacji,
mostki cystynowe oraz
regiony odpowiedzialne
za wigzanie TSP, oxLDL
oraz kwasow thuszczo-
wych (wg. [1, 35], zmo-
dyfikowano).

odcinki cytoplazmatyczne przy N- i C-koncach
(pozycje 1-6 i 647-472) oraz duzg domeneg
zewnatrzkomdrkowa (pozycje 35-439) [28, 31, 33]
(pozycje aminokwasowe sg podane dla biatka
ludzkiego). N-terminalna metionina jest odczepiona
potranslacyjnie pozostawiajac dojrzate biatko z
nieodczepionym peptydem sygnatowym. C-koniec
czasteczki CD36 zawiera krétki peptyd ,,stop trans-
fer”. Palmitylacja cystein w pozycji 3, 7, 464 i 466
przyczynia sie do hydrofobowego charakteru
regionow transbtonowych i ich powigzania z btong
plazmatyczng [25, 34]. CD36 posiada 10 potencjal-
nych miejsc N-glikozylacji, z czego 8 znajduje sie w
N-terminalnej czesci czasteczki [1, 25]. W zewnatrz-
komorkowej czesci czasteczki, od strony C-ter-
minalnej, znajduje sie region bogaty w reszty pro-
linowe i cysteinowe. W obrebie tego regionu znaj-
duje sie odcinek hydrofobowy (aminokwasy 184-
204), ktory najprawdopodobniej tworzy kieszen
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hydrofobowa [1, 2, 25]. Szes$¢ reszt cysteinowych,
obecnych w czesci zewngtrzkomdérkowej, znajduje
sie w pozycjach 243, 272, 311, 313, 322 i 333. Udziat
zewnatrzkomoérkowych  cystein  w  tworzeniu
mostkow disiarczkowych zostat poznany dla CD36
komorek nabtonka gruczotu mlecznego wotu [35].
Mostki cystynowe wystepowatly pomiedzy cyste-
rnami 242-310, 271-332, 312-321, a wiec w utoze-
niach typu 1-3, 2-6 i 4-5. Rycina 1 przedstawia
schemat budowy CD36 nabtonka gruczotéw
mlecznych wotu, ktére podobnie jak CD36 ptytek
krwi cztowieka, zawiera dwa odcinki wewnatrz-
komoérkowe, ale znajdujace sie w nieco innych
pozycjach niz w CD36 ludzkim (aminokwasy 1-6
oraz 461-471), dwie domeny transbtonowe (7-28,
439-460) oraz duzy odcinek zewngtrzkomérkowy
(29-438) z oSmioma miejscami N-glikozylacji i
trzema mostkami disiarczkowymi [21, 35].

VI1l. Rodzina biatek CD36

W ostatnich czterech latach wykryto kilka biatek
podobnych do CD36 i zaliczono je do rodziny CD36
[33, 36-38]. Do biatek tych naleza:

1 biatko btony lizosoméw LIMPII (ang: lysosomal
integral membrane protein II)

2. Cla-1 (CD36/LIMPII analoqous-1) znane tez jako
SR-B1 (ang. scavenger receptor Bl)

3. biatko btony neuronéw czuciowych Antheraca
polyphemus SNMP1 (ang. sensory neuron mem-
brane protein 1)

4. croquemort (biatko muszki Drosophila)

5. biatko btony komorek nabtonkowych muszki Dro-
sophila emp (ang. epithelial membrane protein)

6. biatko nicienia Caenorhabditis elegans.
PodobieAstwa tych biatek polegaja min. na

podobienstwie struktury | rzedowej, obecnosci N- i

C-konica czasteczki w czesci wewnatrzkomorkowej,

wystepowaniu duzego obszaru zewnatrzkomér-

kowego o duzej homologii do CD36 i wysokiej
konserwatywnosci dla miejsc cysteinowych. Trzy
pary reszt cystynowych znajdujgce sie w wysoce
konserwatywnej, zewnatrzkomorkowej czesci
CD36, uczestniczg w tworzeniu multimerow. Multi-
meryzacja CD36 umozliwia magazynowanie tego
biatka w $cisle okreslonych obszarach wewngtrz-
komoérkowych lub mikrodomenach btony plaz-
matycznej [7-8, 18-19]. Podobienstwa polegaja
rdbwniez na obecnos$ci reszt asparaginowych jako
miejsc glikozylacji, wystepowaniu w N-terminalnej
czesci peptydu sygnatowego, a w C-koricu peptydu

,Stop  transfer” oraz duzej hydrofobowosci

czasteczki [33]. Biatka te peinig réwniez podohne
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funkcje do CD36, w tym np. LIMPII jest receptorem
trombospondyny, SR-B1 i croquemort sg recepto-
rami fosfolipidow anionowych, HDL, oraz biorg
udziat w usuwaniu komorek apoptotycznych [25,
39].

Biatka rodziny CD36 wystepujg w btonie plazma-
tycznej komadrek. Wyjatkiem jest LIMPII, ktore wy-
stepuje w btonie lizosomalnej [40]. Wniektdrych ko-
morkach np. w ptytkach krwi aktywowanych trom-
bing LIMPII ulega ekspresji na powierzchni btony
plazmatycznej i wigze sie, tak jak CD36, z sekwencja
CSVTCG wystepujacg w TSP. W btonie plazmatycz-
nej zaktywowanej ptytki stwierdzono obecnos¢
ok. 20 000-60 000 miejsc wigzacych TSP. Poniewaz
ilo§¢ czasteczek LIMPII obecnych w zaaktywowa-
nych ptytkach wynosi tylko 1500, mozna przypusz-
cza¢, ze czasteczki LIMPII sg odpowiedzialne za
wigzanie niewielkiej frakcji TSP.

Poréwnanie sekwencji rejonu wigzgcego TSP nie-
ktorych biatek rodziny CD36 pozwolito na zna-
lezienie trzech wysoce konserwatywnych motywdw
sekwencyjnych. Jeden z tych motywéw o sekwencji
GPYTYR jest powszechnie wystepujgcym moty-
wem fosforylowanym przez biatkowga kinaze C. Mo-
tyw ten nazwano CLESH (CD36, LIMPII, emp,
SR-B1) motywem homologii 1. Motyw ten ma funk-
cje regulacyjng w wiazaniu TSP i jest wskaznikiem
potencjalnej mozliwos$ci oddziatywania biatka z TSP
[39]. °

VIIl. Funkcje CD36

VIII-1. Receptor trombospondyny

Biatko CD36 zostato zidentyfikowane
poczatkowo jako receptor TSP na podstawie
doswiadczen, w ktérych przeciwciata monoklonalne
OKMS5, skierowane przeciwko CD36, hamowaty
wigzanie TSP z piytkami krwi i niektérymi
komorkami rakowymi [41]. Badania pdzZniejsze, w
ktérych wykazano wigzanie TSP z komorkami posia-
dajacymi CD36, liposomami z wbudowannym
CD36 oraz izolowanym CD36, potwierdzity funkcje
CD36 jako receptora TSP [1, 22, 42]. Leung iwsp.
[43] opracowali dwuetapowy model oddziatywania
CD36 z TSP. TSP poczatkowo wigze sie z CD36 w
regionie 139-155, ktory jest regionem regulato-
rowym. Zwigzanie sie TSP z tym regionem prowadzi
do zmiany konformacyjnej w czasteczce TSP, ktora
eksponuje nowe miejsce wigzania w TSP, o wysokim
powinowactwie do CD36, wiazace sie z obszarem
93-110 w CD36. Frieda i wsp. [44], stosujac
biatka fuzyjne o sekwencjach pokrywajgcych sie z
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sekwencjami calej czasteczki CD36, potwierdzili
wystepowanie miejsca wigzania TSP w regionie
93-110. Motyw CSVTCG miejsca TSP o0 duzym
powinowactwie do CD36 jest odpowiedzialny za
wigzanie z regionem 93-110 [45].

Cecha charakterystyczng oddziatywan, w ktorych
bierze udziat CD36, jest modulowanie specyficzno-
Sci substratowej. Selektywno$¢ CD36 w kierunku
TSP i kolagenu kontrolowana jest przez potransla-
cyjne reakcje fosforylacji i defosforylacji Thr w po-
zycji 92. W reakcjach tych bierze udziat zalezna od
c-AMP ektokinaza A [46, 47].

VI1I11-2. Receptor erytrocytow zakazonych paso-
zytem malarii Plasmodium falciparum

Infekcja pasozytem malarii charakteryzuje sie ad-
hezja erytrocytéw zawierajacych dojrzate formy pa-
sozyta do komorek srodbtonka naczyn krwionosnych
niektérych narzadow, w tym ptuc i mézgu [48]. Ad-
hezja jest tak skuteczna, ze uniemozliwia usuwanie
IRBC w Sledzionie, pozwala na dalszy rozwoj pa-
sozyta i przyczynia sie do letalnej formy malarii, w
ktérej nastepuje zaczopowanie naczyn krwiono-
$nych mdzgu [49]. Adhezja IRBC jest wywotywana
przez charakterystyczne wypustki (ang. knobs), kto-
re ukazuja sie na powierzchni erytrocytow, gdy pa-
sozyt osiagga etap p6Znego trofozoitu lub wczesnego
schizonta i utrzymujg sie na powierzchni erytrocy-
téw az do uwolnienia z niego dojrzatego merozoitu
[48].Wiele niebezposrednich dowodéw wskazy-
wato, iz CD36 jest receptorem IRBC, w tym hamo-
wanie przez przeciwciata monoklonalne skierowane
przeciwko CD36 (OKM5, NLO7) adhezji IRBC do
komorek $rddbtonka, czerniaka C32 oraz monocy-
téw [50, 51]. Sugerowano, ze TSP posredniczy w od-
dziatywaniu IRBC z CD36, ale liczne prace wyka-
zaly bezposredni udziat CD36 w tych od-
dziatywaniach, w tym m.in. wykazano, ze IRBC
wigzg sie do izolowanego CD36 oraz do komorek
COS-7 transfekowanych cDNA dla CD36 [52, 53].
Zastosowanie polipeptydéw rekombinantowych
oraz przeciwcial monoklonalnych, skierowanych
przeciwko réznym regionom CD36, pozwolito na
znalezienie dwoch domen pomiedzy aminokwasami
97-110 oraz 155-183, wigzacych IRBC [46, 54].
Analiza adhezji IRBC do komorek srodbtonka, bada-
na podczas przeptywu, wykazata, ze ICAM-1 bierze
udziat w poczatkowym zwolnieniu przeptywu ery-
trocytéw, a CD36 jest odpowiedzialne za catkowite
ich zatrzymanie i wytworzenie z nimi mocnych
wigzan [55]. Sugeruje sie, ze sekwestryna wyste-
pujgca na powierzchni erytrocytéw zakazonych doj-
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rzatymi formami Plasmodium falciparum jest odpo-
wiedzialna za tgczenie sie z CD36 [1], Ponadto, su-
geruje sie, ze biatko PFEMPI, kodowane przez duza
rodzine genéw var Plasmodium falciparum, petni
funkcje receptora CD36 i ICAM-1 [1, 56-57]. Nalezy
doda¢, ze w oddziatywaniu zakazonych erytrocytow
ze S$rédbtonkiem biorg rdéwniez udziatl biatka
ELAM-1, VCAM-1 oraz TSP [1, 2, 25, 55].

VI1I1-3. Udziat CD36 w usuwaniu komdrek apopto-
tycznych

Badania z zastosowaniem przeciwciat monoklo-
nalnych przeciwko CD36 dostarczyty posrednich do-
wodow udziatu CD36 makrofagéw w fagocytozie
apoptotycznych neutrofili i limfocytéw. Badania te
wykazaty réwniez, ze CD36 wspotdziata z recepto-
rem witronektyny awp3 makrofagéw w wigzaniu
TSP, ktéra z kolei wigze sie z komdrkami apopto-
tycznymi [58-60]. Bezposrednich dowodow udziatu
CD36 w usuwaniu komdrek apoptotycznych dostar-
czyt Ren iwsp. [61], ktorzy transfekowali, stosujac
cDNA dla CD36, komorki czerniaka Bowesa i ko-
maérki COS-7, majace na swojej powierzchni recep-
tor a vP3. Transfekcja komorek czerniaka wywotata
zwiekszenie usuwania apoptotycznych neutrofili,
limfocytow i fibroblastéw, a komoérkom COS-7
nadata zdolno$¢ de novo usuwania apoptotycznych
komérek. Stosujac serie mutantow CD36 oraz rozne
przeciwciata przeciwko CD36 wykazano, ze domena
CD36 odpowiedzialna za rozpoznanie i usuwanie ko-
morek apoptotycznych rozcigga sie od aminokwasu
155 do 183 [62]. Makrofagi otrzewnowe nie posia-
dajg na swojej powierzchni receptora a vP3. Jednym z
mechanizméw stuzagcym makrofagom do rozpozna-
wania i usuwania komorek apoptotycznych jest
wigzanie sie z fosfolipdami anionowymi, gtéwnie
fosfatydyloseryna, wystepujaca na powierzchni ko-
moérek apoptotycznych. CD36 oraz SR-B1 moga
réwniez w tym uczestniczyé¢, gdyz s one receptora-
mi fosfolipidéw anionowych [63-65].

VI1I11-4. Receptor utlenionych fosfolipidow o niskiej
gestosci

LDL sautleniane przez reaktywne metabolity tle-
nu, wytwarzane przez monocyty i neutrofile, w odpo-
wiedzi m.in. na uszkodzenia naczyh krwionosnych.
CD36 makrofagéw bierze udziat w rozpoznawaniu i
internalizacji ox-LDL. Stosujgc serie biatek rekom-
binantowych o sekwencjach pokrywajgcych prawie
catg czasteczke CD36 Frieda iwsp. [66] wykazali,
ze domena wigzgca ox-LDL w CD36 rozcigga sie od
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aminokwasu 28 do 93. Z kolei Puente Navazo i
wsp. [67] stosujac przeciwciata monoklonalne skie-
rowane przeciwko CD36 oraz serie mutantow CD36
wykazali, ze domena wigzaca ox-LDL znajduje sie
tez pomiedzy aminokwasami 155-183, a wiec jest
identyczna z domeng wigzacg komorki apoptotycz-
ne. Wigzanie i pobieranie ox-LDL byto obnizone o
40% w makrofagach z brakiem CD36, w poréwnaniu
z makrofagami wykazujagcymi normalny poziom
CD36, wskazujac, ze CD36 jest waznym, ale nie je-
dynym receptorem ox-LDL [68]. Innymi biatkami
biorgcymi udziat w pobieraniu i degradacji ox-LDL
moga by¢ SR-B1 oraz biatko o masie czgsteczkowej
94-97kDa [69].

Ox-LDL sg zrédtem lipiddw kumulujgcych sie w
ztogach miazdzycowych i wywierajgcych patogenny
wpltyw na wiele komaérek, w tym na monocyty, pytki
krwi czy komorki srédbtonka [66]. Ox-LDL, w od-
réznieniu od LDL, aktywujg ptytki krwi, powoduja
zwiekszanie istniejgcych agregatow ptytkowych, co
moze przyczynia¢ sie do rozwoju miazdzycy i za-
krzepow [66, 70].

Pobieranie oraz degradacja ox-LDL przez makro-
fagi jest jednym z kluczowych zjawisk przyczy-
niajagcym sie do powstawania i rozwoju miazdzycy.
CD36 bierze aktywny udziat w internalizacji i
degradacji ox-LDL oraz w tworzeniu komérek
piankowych, tak wiec wywiera efekt promiazdzy-
cowy. Wykazano, ze CD36 jest tez receptorem HDL,
co moze oznacza¢ wywieranie efektu antymiazdzy-
cowego. W chwili obecnej nie jestjasne, ktory z tych
efektow przewaza. Przeprowadzenie badan nad
podatno$cia myszy pozbawionych genu (ang.
knock-out) CD36 na miazdzyce indukowang dietg
bogatga w cholesterol, moze przyczyni¢ sie do
rozwigzania tego problemu.

VI1I11-5. Receptor dtugotancuchowych kwasow
ttuszczowych

Wysoki poziom ekspresji CD36 w komdérkach
biorgcych udziat w magazynowaniu i metabolizmie
kwaséw ttuszczowych (Srédbtonki naczyn wiosowa-
tych tkanki ttuszczowej, miesni szkieletowych i mie-
$nia sercowego) wskazywat na udziat CD36 w tych
procesach [15]. Nie stwierdzono obecnosci CD36 w
madzgu, cojest zgodne z niewykorzystywaniem przez
komérki mézgowe kwaséw ttuszczowych jako
zrédta energii. Ekspresja CD36 byta tez kilkukrotnie
zwiekszona w $rédbtonku serca myszy NOD (ang.
nonbese diabetic) majagcych zwiekszong zawarto$é
triglicerydéw w plazmie. Ponadto, ekspresja CD36
byta réwniez podwyzszona w $rédbtonku serca my-
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szy zywionych dietg bogatq w tluszcze, w poréwna-
niu z myszami zywionymi dietg ubogg w tluszcze
[15]. Fakt, ze pobieranie dtugotancuchowych kwa-
séw ttuszczowych przez miesiel sercowy jest znacz-
nie obnizone lub catkowicie nieobecne u 0s6b z bar-
dzo rzadko wystepujagcym niedoborem CD36 typu |
(niedob6r CD36 w ptytkach krwi i monocytach),
réwniez $wiadczy o udziale CD36 w tym procesie
[71]. Sugeruje sie, ze niedob6r CD36 moze by¢ przy-
czyng dziedziczonej kardiomiopatii hypertroficznej,
gdzie obserwuje sie min. obnizone pobieranie i meta-
bolizm kwasow ttuszczowych przez miesien serco-
wy [72]. Ponadto, wykazano, ze osoby z niedoborem
CD36 typu 1 majg zwiekszone pobieranie glukozy
przez miesien sercowy, co oznacza, ze wyréwnuje on
straty energetyczne z powodu obnizenia transportu
kwaséw tluszczowych przez zwiekszone zuzycie
glukozy [73]. Miejsce wigzanie kwasow ttuszczo-
wych w CD36, ktére w adypocytach szczura nazywa
sie FAT (ang. Fatty Acid Transporter), zostato zlo-
kalizowane w domenie od aminokwasu 126 do 278
[74]. Asocjacje oraz koekspresje CD36 z biatkiem
wigzacym kwasy ttuszczowe obserwowano w ko-
morkach nabtonka gruczolu mlecznego, co moze
oznaczac, ze CD36 wigze kwasy tluszczowe i trans-
portuje je przez bione, a biatko wigzace kwasy
tluszczowe transportuje je dalej wewngtrz komorki
[75].

PHytki krwi ludzkiej w obecnosci przeciwciat skie-
rowanych przeciwko CD36 wykazywatly obnizone
wigzanie kwasu arachidonowego (ARA) oraz obni-
zong agregacje indukowang ARA [76]. Poniewaz
ptytki oséb z niedoborem CD36 nie wykazywaty ob-
nizonej agregacji indukowanej ARA, przypuszcza
sie, ze w ptytkach krwi, tak jak w innych komérkach,
wystepujg inne receptory odpowiedzialne za pobie-
ranie kwasow ttuszczowych [77, 78].

VI111-6. Receptor kolagenu

Funkcja GPIV jako receptora kolagenu zostata
omoéwiona uprzednio [79]. W artykule tym podam
genetyczne podstawy niedoboru CD36, ktore zostaty
wyjasnione w ciggu kilku ostatnich lat. Opisano dwie
odmiany fenotypowe niedoboru CD36. Niedobor
typu | (bardzo rzadko wystepujacy) charakteryzuje
sie niedoborem CD36 w ptytkach krwi i monocytach,
a niedobor typu Il (wystepujacy czeSciej) charakte-
ryzuje sie niedoborem CD36 tylko w ptytkach krwi
[80]. Kashiwagi iwsp. [81-82] sekwencjonowali
cDNA CD36 ptytek krwi oséb z niedoborem typu Il i
wykryli substytucje tylko jednego nukleotydu tj.
cytozyny w pozycji 478 na tymine (478C—T), co
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powodowato zamiane proliny w pozcji 90 biatka
CD36 na seryne (90 Pro->Ser). Po transfekcji
komoérek 293T z pomocg cDNA majacego forme
478T 1 478C uzyskano ekspresje prekursora CD36 o
masie czasteczkowej 81 kDa. Dojrzewanie tego
prekursora do czasteczki dojrzatej o masie 88 kDa
byto znacznie upo$ledzone w komérkach z
transfekowang formg 478T, a zmutowany prekursor
ulegat degradacji w cytozolu [81]. W komorkach z
transfekowang formg 478C prawie catkowita ilos¢
prekursora 81 kDa dojrzewata do czasteczki 88 kDa
w ciggu 6 godzin. Tak wiec substytucja 478C—T
wywotuje potranslacyjny defekt dojrzewania formy
prekursowej CD36 ijej degradacje w cytoplazmie,
co bezposrednio prowadzi do niedoboru CD36 [81].

CDNA monocytow os6b z niedoborem CD36 typu
Il jest heterozygotyczne dla formy 478C i 478T, na-
tomiast ptytki krwi majg tylko forme 478T. CDNA
ptytek i monocytéw niedoboru typu ljest homozygo-
tyczne i wystepuje tylko w formie 478T. Nalezy pod-
kresli¢, ze niedobdr typu I i Il nie jest zwigzany z
catkowitym brakiem CD36 w piytkach i monocy-
tach, lecz ze znacznym obnizeniem iloSci tego biatka
[81].

Wykaz funkcji receptorowych biatka CD36 znaj-
duje sie w tabeli 2.

Tabela 2

Wykaz funkcji receptorowych biatka CD36

Funkcja Rodzaj komorek

Receptor trombosponyny monocyty, ptytki krwi, niektore
komorki rakowe [1, 22, 41-42,

44, 46-47]

Receptor erytrocytow zaka- monocyty, komorki $rodbtonka,
zonych Plasmodium falciparum  niektére komorki rakowe [1, 49,

50, 51-53]
Receptor kolagenu ptytki krwi [1, 79-82]

Receptor apoptotycznych neu- makrofagi [58, 60-61]

trofili i limfocytéw

Receptor utlenionych fosfolipi- makrofagi, monocyty [66-68]
déw o niskiej gestosci

Receptor
kwaséw ttuszczowych

dtugotancuchowych  komorki $rédbtonka, adypocyty,
ptytki krwi [15, 71, 74, 76-77]

W nawiasach podano L.p. odno$nych pozycji w wykazie pismien-
nictwa.

VIII-7. Udziat CD36 w przewodzeniu sygnatu

Funkcja CD36 jako biatka przewodzacego infor-
macje wynika z faktu, ze niektdre jego ligandy, w
tym kolagen i niektére przeciwciata skierowane
przeciwko CD36, aktywujg ptytki krwi oraz
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wywotujg wybuch tlenowy w monocytach i ptytkach
krwi [79, 83-84]. Ponadto, CD36 jest w ptytkach
krwi, komorkach czerniaka oraz komoérkach HEL,
jak wykazato zastosowanie technik immunoprecypi-
tacyjnych, fizycznie potgczona z kinazami tyrozyno-
wymi rodziny src, w tym zfyn, lyn iyes, a w komor-
kach srédbtonka z kinazafyn [85]. Moze to oznaczag,
ze kinazy te biorg udziat w przewodzeniu sygnatu
wewnatrz komorki, umozliwiajgc odpowiedz funk-
cjonalng na dziatanie ligandéw odziatywujacych z
CD36. Mechanizm przewodzenia sygnatu przez
CD36 jest bardzo stabo poznany. Aktywnos¢ recep-
torowych Kkinaz tyrozynowych jest modulowana
przez ich di- lub oligomeryzacje [86]. Sugeruje sie,
ze aktywnos$¢ kinaz niereceptorowych, do ktérych
nalezg kinazy potgczone z CD36, moze by¢ zmienia-
na przez di-lub oligomeryzacje CD36. Aktywacja
ptytek krwi przez przeciwciata dla CD36 dostarczyta
dowodow przesytania sygnatu w sposob zalezny i
niezalezny od receptora FcRII, ktéry wystepuje w
ptytkach. Aktywacja ptytek krwi przez anty-CD36
przeciwciata monoklonalne NLO7, nalezgce do kla-
sy IgM, a wiec niezalezne od receptora FcRlla, oraz
fragmenty (Fab)2 tych przeciwciat potwierdza mozli-
wos¢ tworzenia di- lub oligomeréw CD36 [87].

IX. Znaczenie kliniczne CD36

Zwiekszong zawarto$¢ CD36 w ptytkach krwi ob-
serwowano u pacjentéw z chorobami mieloprolifera-
cyjnymi oraz u chorych na samoistna tromboze, co
mogto by¢ przyczyng komplikacji zakrzepowych
[16, 88]. Obnizong zawarto$¢ CD36 ptytek krwi ob-
serwowano w dystrofii mieSniowi Duchenne’a, co
mogto by¢ przyczyng obnizonej adhezji ptytek [89].
Obnizong glikozylacje CD36 opisano u pacjentow
dwdch rodzin chorych na rodzinng matoptytkowos¢
(ang. familial thrombocytopenia). Ptytki krwi cho-
rych jednej rodziny, nie wykazujgcych objawéw ska-
zy krwotocznej, charakteryzowaty sie zwiekszong
agregacja w odpowiedzi na kolagen, ADP i epinefry-
ne [90]. Ptytki krwi chorych drugiej rodziny, z obja-
wami skazy krwotocznej, wykazywaty z kolei obni-
zong zdolnos¢ do agregacji kolagenem, obnizong ad-
hezje do kolagenu i do biatek macierzy [91]. Przy-
czyny réznic reaktywnosci ptytek krwi tych dwéch
rodzin nie sg znane. Zwiekszong ekspresje CD36 na
powierzchni ptytek obserwowano podczas ich od-
dziatywania z uszkodzonymi naczyniami krwiono-
$nymi. Przyczyng tego zjawiska jest ekspozycja
CD36 obecnego w btonach ziarnistosci na po-
wierzchni btony plazmatycznej, co Swiadczy o akty-
wacji ptytek krwi. Sugeruje sie, ze ekspresja CD36
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na powierzchni ptytek moze by¢é markerem aktywa-
cji ptytek krwi w réznych stanach patologicznych
[92].

CD36 jest waznym Klinicznie antygenem, ponie-
waz osobnicy Nak3 typu I ryzykujg powstaniem izo-
przeciwciat dla CD36 po transfuzji krwi Nakat+lub w
czasie cigzy. Przeciwciata te moga by¢ przyczyna
plamicy trombocytopenicznej [80]. Regionem wy-
soce immunogennym, odpowiedzialnym za wytwa-
rzanie izoprzeciwciat oraz regionem, z ktérym re-
aguje szereg przeciwciat monoklonalnych skierowa-
nych przeciwko CD36, jest region N-korica CD36 od
aminokwasu 155 do 183 [93, 94]. CD36 moze tez od-
grywac pewng role w ztym potransfuzyjnym odzy-
sku ptytek krwi niedobranych pod wzgledem antyge-
now uktadu grupowego krwi ABO, poniewaz eks-
presja antygenu A wystepuje na CD36 [95].

W literaturze naukowej opisane sg przypadki nie-
doboru CD36 w ptytkach krwi i monocytach. Wszy-
scy opisani osobnicy sg zupeinie zdrowi i nie wyka-
zujg zaburzen hemostatycznych, pomimo wielu
funkcji receptorowych petnionych przez to biatko.
Wynika to z faktu, ze CD36 nie jestjedynym recepto-
rem dla wielu swoich ligandow [1, 25, 79-80, 96].
Dla oddziatywan wieloreceptorowych, tak jak to opi-
sano dla CD36, najprawdopodobniej potrzebny jest
synergizm defektow dwdéch lub wiecej receptorow,
aby stato sie to zauwazalne klinicznie. Przyktadami
sgq chorzy na chorobe Moschowitza (ang. thrombotic
thrombocytopenicpurpura, TTP), z objawami skazy
krwotocznej, gdzie poza niedoborem CD36 ptytek
krwi stwierdzono wystepowanie przeciwciat prze-
ciwko CD36, GPIIb-Illa i GPla-1la [97],

Wystepowanie przeciwciat skierowanych
przeciwko CD36 obserwowano u wielu chorych na
toczen rumieniowaty uktadowy (ang. systemie lupus
erythematosus, SLE) [98-100], czy chorych z mato-
ptytkowoscia w tym indukowang heparyng (ang.
heparin induced thrombocytopenia, HIT), induko-
wang heparyng z zakrzepami (ang. heparin induced
thrombocytopenia with thrombosis, HITT), TTP oraz
na plamice matoptytkowag idiopatyczng (ang.
idiopatic thrombocytopenic purpura, ITP) [101-
103]. U wszystkich chorych przeciwciata przeciwko
CD36 wystepowaty zawsze w potgczeniu z innymi
przeciwciatami, w tym gtéwnie przeciwko
GPlIb-llla, GPIb i GPla-lla, a w SLE dodatkowo
przeciwko DNA, Clq, fosfolipidom, antygenom
erytrocytow i komérek $rédbtonka.

W ptytkach trombocytopenicznych, poza typowa
formg CD36 o masie czasteczkowej 88 kDa, obser-
wowano wystepowanie wysoce immunogennej for-
my o masie 85 kDa. Forma ta najprawdopodobnigj
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powstaje w wyniku usuniecia kwasu sialowego przez
sialidaze, co zwieksza dostepnosé CD36 dla prze-
ciwciat [102].

Mechanizm dziatania przeciwcial skierowanych
przeciwko CD36 i ich udziat w powstawaniu
matoptytkowosci i zakrzepéw nie jest doktadnie po-
znany. Wigzanie sie tych przeciwciat z CD36 w
btonie ptytkowej moze powodowaé aktywacje ptytek
zuruchamianiem szlakéw przekazywania informacji
za poSrednictwem kinaz tyrozynowych, uwalnianie
tromboksanu A2 oraz uwalnianie wielu substancji
magazynowanych w ziarnistosciach wewnatrzko-
morkowych, ktére poteguja aktywacje i doprowa-
dzajg do agregacji ptytek. Aktywacja ptytek Kkrwi
moze przebiega¢ w sposob zalezny i niezalezny od
receptora FcRIIA [51, 104]. Zaktywowane ptlytki
moga byé usuwane z krgzenia, co moze by¢ przy-
czyng matoptytkowosci, lub moga tez wiazac sie do
$rédbtonka, pojedynczo lub jako agregaty ptytkowe,
zwezajac naczynia krwionoéne iprzyczyniajac sie do
zakrzepie [105]. Fakt, ze wiecej przeciwciat dla
CD36 wystepowato u chorych na TTP i HITT niz u
chorych na ITP i HITT potwierdza udziat tych prze-
ciwciat w tworzeniu zakrzepéw [100, 18]. Ponadto,
w plazmie pacjentow chorych na TTP, czesto wyste-
puje biatko o m.cz. 37 kDa, nazywane aglutyning
ptytkowa, ktore aczy sie z CD36 i powoduje dodat-
kowo aktywacje ptytek krwi.

Przeciwciata skierowane przeciwko CD36 moge
tez wigzac sie z komérkami $rodbtonka powodujac
zaburzenia adhezji ptytek krwi, transportu i pobiera-
nia lipidow oraz hamowac apoptoze neutrofili przez
makrofagi [100, 104].

X. Podsumowanie

CD36 jest przykiadem biatka wielofunkcyjnego,
wspoétdziatajgcego z innymi receptorami w wigzaniu
ligandéw. Wystepowanie ,nadmiaru” receptoréw
wigzacych takie same ligandy oraz obecno$¢ biatek
rodziny CD36, posiadajacych podobng strukture i
petnigcych podobne funkcje, jest najprawdopodob-
niej przyczyng braku zmian fenotypowych u 0séb z
niedoborem CD36. Biatko CD36 dzieki oddziatywa-
niom z wieloma Ugandami bierze udziat w wielu pro-
cesach fizjologicznych i patologicznych. Poznanie
mechanizmoéw tych oddziatywan moze znalezé za-
stosowanie w leczeniu wielu choréb.

Artykut otrzymano 5 marca 2001 r.
Zaakceptowano do druku 11 paZzdziernika 2001 r.
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Regulation of the alternative oxidase activity
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. Wstep

Jedng z najdawniej poznanych charakterystycz-
nych cech oddychania roélin jest tzw. oddychanie
niewrazliwe na cyjanek. Oddychanie to zwiazane
jest z obecnosciag w mitochondrialnym ‘ancuchu
transportu elektronéw dodatkowej oksydazy, alter-
natywnej w stosunku do oksydazy cytochromowej,
nazwanej z tego powodu oksydazag alternatywng
(AOX) [1-3]. Oddychanie cyjanoodporne (nie tylko
ze wzgledu na nazwe) uwazane bylto za pewng oso-
bliwosé roslinnego metabolizmu oddechowego. Ar-
tykuty poswiecone charakterystyce roslinnego
taricucha oddechowego i przypuszczalnemu znacze-
niu fizjologicznemu oksydazy alternatywnej opubli-
kowane byty w ,Postepach Biochemii” [3, 4], Rola
oddychania cyjanoodpornego jest stale dyskutowa-
na, jedynie u tzw. roslin termogennych z rodziny
Araceae jest niewatpliwie zwigzana z wydzielaniem
ciepta [5]. Oddychanie cyjanoodporne i oksydaza al-
ternatywna wystepuja jednak powszechnie w Swie-
cie roslinnym, nie tylko u roslin termogennych, awy-
twarzanie ciepta w czasie oddychania innych roslin
jest zbyt mate, aby miato znaczenie fizjologiczne.

Ostatnie dziesie€ lat przyniosto dwa wazne odkry-
cia w badaniach oddychania cyjanoodpornego;
pierwsze, ze nie nalezy oznacza¢ aktywnosci i
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udziatu oksydazy alternatywnej w oddychaniu przy
uzyciu inhibitoréw [6] i drugie, réwnie istotne, ze ak-
tywnos¢ AOX jest regulowana nie tylko na poziomie
genu (stezenie biatka AOX), ale przede wszystkim
na poziomie biatka, w sposob o wiele bardziej skom-
plikowany niz poczatkowo przypuszczano [2]. Dro-
ga cytochromowa i alternatywna, rozgateziajagc sie
na poziomie ubichinonu, mogg wspétzawodniczy¢ o
elektrony ze zredukowanego ubichinonu. Niefosfo-
rylujacy charakter drogi alternatywnej powoduje ob-
nizenie wydajnosci energetycznej procesu oddycha-
nia. Przeptyw elektronéw na oksydaze alternatywng
musi by¢ wiec $cisle regulowany i uzalezniony od
metabolizmu komérki uwarunkowanego jej stanem
fizjologicznym, rozwojowym i/lub przystosowania-
mi do zmiennych warunkéw $Srodowiska [2]. Obec-
nie uwaza sie, ze ta specyficzna cecha roslinnego
tancucha oddechowego jest zwigzana ze zdolnoscig
oddychania roslin do regulacji rownowagi gospodar-
ki energetyczno-weglowej w zmiennych warunkach
Srodowiskowych.

Regulacja oddychania drogg alternatywng jest
ostatnio przedmiotem intensywnych badan, miedzy
innymi w Zakladzie Bioenergetyki Roslin UW

przestrzen migedzybtonowa

HO
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Ll H é
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[7-10]. Obnizony poziom jondw fosforanowych w
tkance korzeni fasoli powodujgcy wzrost odpornosci
oddychania na cyjanek jest uktadem modelowym do
badania regulacji oksydazy alternatywnej. Artykut
poswiecony jest regulacji ekspresji i aktywnoSci
oksydazy alternatywnej u roslin wyzszych.

Il. Lokalizacja oksydazy alternatywnej w
roslinnym tancuchu oddechowym

Oksydaza alternatywna jest oksydazg ubichinolu,
przenoszacg elektrony w tancuchu oddechowym ze
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zredukowanego ubichinonu (ubichinolu) na tlen
[1-3] (Ryc. 1). Zaproponowany model regulacji
przeptywu elektronow z ubichinolu zaktada, ze tlen
reaguje z oksydazg alternatywng, gdy osiggnie ona
stan cztero-elektronowej redukcji [11]. Reakcja ta
nie prowadzi do przemieszczania protonbw w po-
przek wewnetrznej btony mitochondriéw, przez co
cata energia uwalniana podczas transportu elektro-
néw z ubichinolu na tlen jest rozpraszana w postaci
ciepta. Droga alternatywna jest droga niefosfory-
lujgca, gdyz elektrony omijajg dwa miejsca sprzeze-
nia zwigzane z tworzeniem sity protonomotorycznej
(kompleksy 1l i IV fancucha cytochromowego).
Przeptyw elektrondw drogg alternatywna nie jest ha-
mowany przez inhibitory drogi cytochromowej takie
jak: cyjanek, azydek, antymycyna A czy myksotia-
zol, ale jest hamowany przez kwasy hydroksamowe,
gallusan n-propylu i disulfiram [12-14].

Oksydaza alternatywna ma mniejsze powinowac-
two do tlenu niz oksydaza cytochromowa. Stata Mi-
chaelisa (Km) dla oksydazy alternatywnej, w zale-
znosci od gatunku rosliny, wynosi 10-20 pM i 1,7
pM, aprzy niskim stezeniu 0 2, w granicach 0-6 pM,
podczas gdy dla oksydazy cytochromowej, odpo-

.H'
Y Ryc. 1 Transport elektronéw w ro$linnym

Z fancuchu oddechowym. I, oksydore-

E duktaza NADH — ubichinon; 11,

3 . oksydoreduktaza bursztynian — ubi-
: v chinon; 1ll, oxydoreduktaza ubichi-

v H* nol — cytochrom c; IV, oksydaza cy-

tochromu c; V, syntaza ATP; AOX,
oksydaza alternatywna; ¢, cytochrom
¢; QH2 zredukowany ubichinon;
DhW, dehydrogenaza(y) wewnetrz-
nego NAD(P)H; Dhz, dehydrogena-
za(y) zewnetrznego NAD(P)H.

% 0,—H,0 ATP

wiednio, 0,1-0,6 pM i 0,14 pM [15,16]. Podczas po-
miarow pobierania tlenu przez cate tkanki lub izolo-
wane mitochondria, stezenie tlenu (100-200 pM) w
stosowanych mieszaninach reakcyjnych nie ograni-
cza aktywnosci obydwu oksydaz [17] W warunkach
in vivo zdarza sie jednak, ze tlen moze by¢ czynni-
kiem ograniczajgcym oddychanie, np. w bulwach
ziemniaka [18] lub przy bardzo intensywnym zuzy-
waniu energii podczas kwitnienia [19].

Przez wiele lat do oznaczania udziatu drogi alter-
natywnej i cytochromowej w oddychaniu wykorzy-
stywano metode Bahra i Bonnera [20] pole-
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gajaca na miareczkowaniu aktywnos$ci obu drég od-
powiednimi inhibitorami (drogi cytochromowej —
cyjankiem, antymycyna, a drogi alternatywnej —
SHAM, BHAM), przy zatozeniu, ze droga alterna-
tywna dziata przy wysyconej drodze cytochromo-
wej. Szereg doswiadczen wykazywato jednak, ze
droga alternatywna moze dziata¢ przy niewysyconej
drodze cytochromowej, a ponadto moze wspéitza-
wodniczy¢ o elektrony z drogg cytochromowa na po-
ziomie ubichinonu [21-23]. Obecnie jedyng wiary-
godna i nieinwazyjng (bez zastosowania inhibito-
réw) metoda oznaczania udziatu drogi alternatywnej
w oddychaniu jest technika dyskryminacji pobiera-
nia ciezkiego izotopu tlenu, 18 2w stosunku do 160 2
[24-26].

Pomimo wielu préb nie udato sie dotychczas
wyizolowa¢ z tkanek roslinnych  oksydazy
alternatywnej w postaci oczyszczonego, aktywnego
biochemicznie preparatu biatkowego. Otrzymanie
homogennego enzymu nie udaje sie z kilku
przyczyn: trudnosci uwolnienia biatka z btony mito-
chondrialnej, jego niestabilnosci poza strukturg
btonowg oraz braku odpowiedniego donora
elektronéw dla oksydazy alternatywnej in vitro,
zastepujacego ubichinon. CzeSciowe oczyszczenie
oksydazy alternatywnej z Sauromatum guttatum
pozwolito otrzymac przeciwciata monoklonalne dla
oksydazy alternatywnej [27-29]. Zapoczgtkowato to
nowy etap badan regulacji aktywnosci oksydazy
alternatywnej z wykorzystaniem technik biologii
molekularnej. Analiza immunologiczna oksydazy
alternatywnej w potgczeniu ze znajomoscia struktury
czgsteczkowej enzymu i precyzyjnym oznaczaniem
aktywnos$ci technikg dyskryminacji izotopowej
pozwala na badanie mechanizméw regulacji AOX w
uktadach in vitro i in vivo w szerokim zakresie
zmieniajagcych sie warunkéw zycia ro$lin czy
oddziatywania czynnikéw stresowych.

I11. Charakterystyka molekularna oksydazy
alternatywnej

Oksydaza alternatywna jest matym biatkiem (o
ciezarze czasteczkowym od 32 do 39 kDa) wyste-
pujacym w formie dimeru i zlokalizowanym w wew-
netrznej btonie mitochondrialnej. Przypuszcza sie,
ze monomeryczne biatko AOX zawiera dwie hydro-
fobowe domeny o strukturze alfa-helisy zlokalizo-
wane w wewnetrznej btonie mitochondrialnej [17,
30] i jedng helise powierzchniowg na zewnetrznej
stronie wewnetrznej btony mitochondrialnej [31].
Hydrofilowe konce C i N taricucha polipeptydowego
znajdujg sie po stronie macierzy mitochondrialnej
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[32]. Miejsce wigzania substratu (ubichinolu) w
biatku znajduje sie w rejonie hydrofilowej helisy od
strony macierzy mitochondrialnej [33, 34] (Ryc. 2).
Hipotetyczne centrum aktywne enzymu, przy C kon-
cu alfa-helisy taincucha polipeptydowego, tworzg
dwa atomy metalu, prawdopodobnie zelaza [35-37].
Na N koncu biatka znajdujg sie reszty cysteinowe,
ktore uczestniczg w tworzeniu labilnych mostkow
dwusiarczkowych w dimerze oksydazy alternatyw-
nej [1, 33]. Mutacja w genie oksydazy alternatywnej
polegajaca na zastapieniu reszt cysteinowych reszta-
mi glutaminianowymi, alaninowymi bgdz serynowy-
mi powoduje tworzenie dimerycznego, zredukowa-
nego biatka, ktore nigdy nie przyjmuje formy utle-
nionej [38-40]. Dyskutowany od poczatku Ilat
90-tych model strukturalny oksydazy alternatywnej
zostat ostatnio poddany weryfikacji [33]. Uwaza sie,
ze moze to by¢ biatko zlokalizowane po stronie ma-
cierzy w wewnetrznej btonie mitochondrialnej lub
potaczone z tg biong na zasadzie oddziatywan
biatko-biatko (Ryc. 2).

Oksydaza alternatywna z mitochondriéw roslin-
nych wykazuje wysokg homologie do sklonowanego
niedawno chloroplastowego biatka Im u Arabidopsis
thaliana, ktére posiada aktywnos$¢ oksydazy plasto-
chinonu i podobnie jak AOX przenosi elektrony bez-
posrednio na tlen [41, 42]. Zaréwno biatko Im, jak i
oksydaza alternatywna kodowane sg przez geny
jadrowe o wysokim stopniu podobienstwa u réznych
gatunkdw roslin [37]. Analiza sekwencji gendéw
oksydazy alternatywnej i biatka Im, odpowiedzial-
nych za tworzenie centrum aktywnego enzymow
[37], potwierdzita wczedniejsze przypuszczenia [1,
36], ze obydwa biatka nalezg do rodziny meta-
lo-biatek zwanych ,,dwuzelazowymi biatkami typu
R2”, do ktérych zaliczamy miedzy innymi: podjed-
nostke R2 reduktazy rybonukleotydowej, A9-desat-
uraze i monooksygenaze metanu.

IV. Regulacja aktywnosci oksydazy
alternatywnej

IV-1. Regulacja aktywnosci oksydazy
alternatywnej na poziomie genu

Oksydaza alternatywna bedac biatkiem mitochon-
drialnym kodowana jest przez gen zlokalizowany w
DNA jadrowym [32]. Wykazano, ze poziom mRNA,
stezenie biatka enzymatycznego oraz/lub aktywno$é
oksydazy alternatywnej zalezaly od ré6znych czynni-
kéw biotycznych lub abiotycznych [43-48]. Wzrost
aktywnoS$ci oksydazy alternatywnej zwigzany ze
zwiekszong iloscig zsyntetyzowanego biatka enzy-
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matycznego obserwowano w roznych warunkach
wzrostu ro$liny [9, 49-52], w okre$lonym stanie roz-
wojowym [53-55] oraz w zaleznosci od rodzaju tkan-
ki [56]. System ekspresji gendw oksydazy alterna-
tywnej wjadrze komoérkowym mozna zatem uwazaé
za kluczowy i podstawowy poziom regulacji aktyw-
noSci biatka [2].

Badania ekspresji genéw oksydazy alternatywnej
rozpoczety doSwiadczenia z genem aoxl u Sauroma-
tum guttatum, dla ktérego poziom mRNA wzrastat w
trakcie termogenezy podczas kwitnienia oraz pod
wplywem egzogennego kwasu salicylowego [45,

przestrzen migedzybtonowa

—2H"+28

przestrzenn migdzyblonowa

% o fo o«

macierz

46]. Wcigz bez odpowiedzi pozostaje pytanie: jaki
sygnat i najakiej drodze przenosi informacje o stanie
metabolicznym tafcucha oddechowego z mitochon-
drium do jagdra komorkowego i powoduje indukcje
syntezy biatka oksydazy alternatywnej. U réznych
organizméw (ro$lin, grzybow, pierwotniakéw), u
ktérych badano oddychanie przy udziale drogi alter-
natywnej, wykazano, ze zahamowanie aktywnosci
drogi cytochromowej prowadzito do syntezy de novo
biatka oksydazy alternatywnej [57-60]. Wzrost re-
dukcji ubichinonu na skutek naptywu substratéw od-
dechowych i ograniczenia transportu elektronow
mogt rowniez indukowaé ekspresje genu oksydazy
alternatywnej [2, 10]. Wzrost poziomu mRNA dla
oksydazy alternatywnej obserwowany byt réwniez
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przy wzroScie stezenia cytrynianu w mitochon-
driach. Wskazuje to na mozliwo$¢ potaczenia meta-
bolizmu mitochondrialnego z ekspresjg jadrowego
genu oksydazy alternatywnej [47].

Poszukiwania czasteczki sygnatowej, ktdra
bytaby przekaznikiem informacji z mitochondrium
dojadra komdrkowego doprowadzity do hipotezy, ze
role taka mogtyby spetnia¢ powstajgce w mitochon-
driach aktywne formy tlenu (AFT), a konkretnie nad-
tlenek wodoru, stosunkowo stabilny i tatwo przeni-
kajacy przez btony. Badania metabolizmu oddecho-
wego w mitochondriach in vivo i in vitro wykazaty,

Ryc. 2. Struktura homodimeru oksydazy alter-
natywnej i potozenie biatka w wew-
netrznej  blonie  mitochondrialnej.
Oksydaza alternatywna w formie zre-
dukowanej (-SH HS-) jest bardziej ak-
tywna niz w formie utlenionej (-S-S-).
Mostki dwusiarczkowe tworzg reszty
cysteinowe N konca tafcucha poli-
peptydowego. AOX w formie zredu-
kowanej podlega regulacji przez piro-
gronian. Aktywne centrum enzymu,
ktore tworza dwa atomy zelaza, zloka-
lizowane jest w obszarze domen hy-
drofitowych po stronie C konca tancu-
cha polipeptydowego.

ze reakcje redoks tancucha oddechowego sg waznym
zrodtem aktywnych form tlenu [61-63]. Aktywne
formy tlenu powstajg rowniez w cytosolu [61] w od-
powiedzi na réznego typu czynniki stresowe, pod
wptywem ktérych obserwuje sie wzrost aktywnosci
oksydazy alternatywnej [32, 63, 64]. Dodanie H20 2
do kultur zawiesinowych tytoniu i petunii powodo-
wato indukcje syntezy oksydazy alternatywnej [23,
47]. Poza H20 2, mozliwo$¢ indukcji ekspresji genu
oksydazy alternatywnej u roslin termogennych przy-
pisuje sie réwniez kwasowi salicylowemu [29, 43,
44, 46, 65, 66]. Mechanizm indukcji genu oksydazy
alternatywnej nie jest jednak do tej pory wyjasniony,
nie ma bowiem dotychczas jednoznacznych dowo-
déw na to, ze AFT i/lub kwas salicylowy sa rzeczy-
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wiscie czynnikami indukujacymi ekspresje genu
oksydazy alternatywnej w jadrze komérkowym.

IV-2. Regulacja aktywnosci oksydazy
alternatywnej na poziomie biatka

Oprdécz ekspresji gendéw decydujacej o ilosci
biatka oksydazy alternatywnej, przeptyw elektronéw
na droge alternatywng zalezy réwniez od czynnikow
zwigzanych z metabolizmem oddechowym w
mitochondriach. W ciggu ostatnich Kkilku lat
intensywne badania prowadzone na izolowanych
mitochondriach wykazaty, ze na poziomie biatka,
przeptyw elektronéw na droge alternatywng jest
regulowany przez: stan redukcji enzymu [67, 68],
stymulacje aktywnosci oksydazy alternatywnej
przez alfa-ketokwasy, w tym gtéwnie pirogronian
[68-72], poziom redukcji ubichinonu (Qr/Qt) [23,
73-75] oraz aktywnos$¢ drogi cytochromowej [6,
22, 76, 77]. Jednoczesne wspoétdziatanie wymienio-
nych powyzej czynnikdw jest niezbedne w regulacji
aktywnosci AOX w izolowanych mitochondriach
(system in vitro), natomiast tylko niektére z nich
majg istotne znaczenie w regulacji aktywnos$ci AOX
in vivo (Ryc. 3).

1V-2.1. Stan redukcji biatka oksydazy alternatywnej

Oksydaza alternatywna moze wystepowaé w we-
wnetrznej btonie mitochondriéw jako homodimer w
dwoch formach: zwigzanej niekowalencyjnie (zredu-
kowanej), bardziej aktywnej i zwigzanej kowalen-
cyjnie (utlenionej), mniej aktywnej [1, 67, 68]. Utle-
niona forma posiada mase czasteczkowg okoto 66
kDa, natomiast zredukowana, w zaleznosci od gatun-
ku rosliny od 32 do 39 kDa. Dodanie do izolowanych

ekspresja genu aox

? HO 2
ilo$¢ biatka AOX

metabolizm
wegla

stezenie

PIROGRONIANU |

e - SRS
stan redoks
|~ mitochondrium

A \
NAD(P)H/NAD(P)+
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mitochondriéw czynnikéw o wtasciwosciach silnie
redukujacych (ditiotreitiol) lub utleniajacych (dia-
mid) powodowato swobodne przechodzenie oksyda-
zy alternatywnej w forme zredukowang lub utleniong
[67], co wskazywato na mozliwos¢ wzajemnej kon-
wersji obu konformacyjnych form enzymu. Aktyw-
na, zredukowana forma oksydazy alternatywnej po-
siada wyzsze powinowactwo do zredukowanego ubi-
chinonu [68] i moze wspb6tzawodniczy¢ o elektrony z
oksydazag cytochromowg [71]. O stanie redukcji
biatka oksydazy alternatywnej moze decydowac ste-
zenie zredukowanych nukleotydéw pirydynowych
(NAD(P)H) wewnatrz mitochondridow [2, 78]. Utle-
nianie cytrynianu, izocytrynianu lub jablczanu pro-
wadzito do wzrostu zawartosci aktywnej oksydazy
alternatywnej, natomiast metabolizm innych sub-
stratéw oddechowych (bursztynianu, glicyny, 2-oks-
oglutaranu czy pirogronianu) nie powodowat zmian
zawartosci zredukowanej oksydazy alternatywnej
[79]. Zaproponowano, ze opr6cz NADH, réwniez
NADPH powstajagcy w mitochondriach w wyniku ak-
tywnosci dehydrogenazy izocytrynianowej i/lub
jabtczanowej moze redukowac biatko oksydazy al-
ternatywnej [78, 80] w powigzaniu z funkcjonowa-
niem uktadu tioredoksyna — reduktaza tioredoksyny
[78,81].

Technikg immunoblottingu wykazano, ze oksyda-
za alternatywna wystepuje w mitochondriach izolo-
wanych z korzeni fasoli. Zawarto$¢ biatka AOX
wzrasta w tkankach korzeni fasoli w warunkach defi-
cytu fosforu [10]. W korzeniach fasoli oksydaza al-
ternatywna wystepuje wytgcznie w aktywnej zredu-
kowanej formie [10], a obserwowana w izolowanych
mitochondriach forma utleniona [9] powstaje na sku-
tek utlenienia biatka AOX podczas procedury izola-
cji mitochondridw.

droga

cytochromowsa

Ryc. 3. Czynniki regulujace aktywnos$¢ oksydazy
alternatywnej (AOX) w mitochondriach
roslin wyzszych. Przeptyw elektronéw
droga alternatywng zalezy od ekspresji
genu aox w jadrze komérkowym (regula-
cja na poziomie genu) oraz od wplywu
czynnikow metabolicznych na aktywnos¢
zsyntetyzowanego biatka (regulacja na po-
ziomie biatka). Zmodyfikowane wedtug

[2F
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IV-2.2. Stymulacja aktywnos$ci oksydazy alternatywnej
przez pirogronian

Oksydaza alternatywna w formie zredukowanej
podlega aktywacji przez alfa-ketokwasy, gtéwnie pi-
rogronian [9, 68-71]. Stymulacja aktywnos$ci enzy-
mu jest niezalezna od metabolizmu oddechowego pi-
rogronianu, co sugeruje bezposrednie oddziatywanie
allosteryczne pirogronianu z biatkiem oksydazy al-
ternatywnej. Analiza struktury biatka oksydazy al-
ternatywnej wskazuje, ze miejsce wigzania pirogro-
nianu do enzymu znajduje sie po stronie macierzy
mitochondrialnej, w obszarze reszt cysteinowych od-
powiedzialnych za dimeryzacje enzymu [38-40]. U
roslin transgenicznych zmodyfikowanie biatka oksy-
dazy alternatywnej (brak odpowiednich reszt cyste-
inowych na N koncu polipeptydu) prowadzito do
utraty zdolnos$ci oddziatywania enzymu z pirogro-
nianem [40].

W izolowanych mitochondriach oksydaza alterna-
tywna moze by¢ takze aktywowana przez jabtczan i
bursztynian [82-84]. W mitochondriach metabolizm
jabtczanu przy udziale dehydrogenazy jabiczanowej
dekarboksylujacej zaleznej od NAD+ (NAD-ME)
prowadzi do powstawania pirogronianu. Bursztynian
moze byé rowniez przeksztatcany w pirogronian
przy udziale kolejno: dehydrogenazy bursztyniano-
wej, fumarazy i enzymu jabtczanowego (NAD-ME)
[70]. W obecnosci pirogronianu oksydaza alterna-
tywna staje sie aktywna przy nizszym stosunku ste-
zenia zredukowanego ubichinonu (Qr) do stezenia
catkowitego ubichinonu (Qt) [69, 70], Zapropono-
wano, ze pirogronian tgczac sie z biatkiem oksydazy
alternatywnej obniza Kmreakcji enzymu ze zreduko-
wanym ubichinonem (ubichinolem) [1, 68, 85]. Jed-
nakze in vitro podanie sztucznych analogéw ubichi-
nonu do izolowanych mitochondriéw oraz czescio-
wo oczyszczonych preparatow biatka AOX wyka-
zato, ze skutkiem oddziatywania pirogronianu byt
wzrost Vmax dla oksydazy alternatywnej, nie za$ pod-
wyzszenie powinowactwa enzymu do ubichinolu
[86]. Wykorzystanie techniki otrzymywania odwré-
conych pecherzykéw mitochondrialnych (SMP) po-
zwolito na precyzyjne okre$lanie Kmdla pirogronia-
nu w reakcji stymulacji aktywnosci oksydazy alter-
natywnej. Otrzymano warto$ci Kmdla pirogronianu
(od okoto 4 pM dla bulw batatéw i4,5 pM dla liscie-
ni soi do 50 pM dla korzeni soi), przy ktorych oksy-
daza alternatywna osiggata potowe swojej maksy-
malnej aktywnosci [70, 87]. Stezenia pirogronianu w
ekstraktach z korzeni roznych gatunkdéw roslin, w
przeliczeniu na gram $wiezej masy tkanki, wahaty
sie w granicach 40-100 nmoli [88-90]. Pod wptywem

POSTEPY BIOCHEMII 47(4), 2001

warunkdw stresowych, takich jak hipoksja, infekcja
patogenna czy stosowanie antymycyny A, stezenie
pirogronianu wzrastato do wartosci 120-550 nmoli,
w przeliczeniu na gram $wiezej masy tkanki [48, 91,
92]. Szacunkowe stezenie pirogronianu w cytosolu
moze wynosi¢ okoto 600 pM [75], czyli blisko
12-150 razy wiecej niz wynosi stata Kmdla pirogro-
nianu w reakcji stymulacji aktywnosci AOX. Wobec
tego przy zatozeniu, ze stezenie pirogronianu w mi-
tochondriach jest przynajmniej takie jak w cytosolu
(a jest prawdopodobnie wyzsze ze wzgledu na ak-
tywno$é enzymu jabtczanowego) oksydaza alterna-
tywna w mitochondriach in vivo moze by¢ zawsze w
petni aktywowana [93].

Mitochondria izolowane z korzeni fasoli roslin
kontrolnych bez dodanego pirogronianu charaktery-
zujg sie niska aktywnoscig AOX lub prawdopodob-
nie catkowitym brakiem aktywnos$ci AOX [10].
Wzrost aktywnosci AOX po dodaniu pirogronianu
wskazuje, ze potencjalna aktywno$¢ AOX w mito-
chondriach korzeni fasoli jest wysoka, gdy AOX jest
w petni zaktywowana. Mimo to udziat oksydazy al-
ternatywnej w oddychaniu jest prawdopodobnie nie-
wielki [10]. Obnizone stezenie jonéw fosforano-
wych w tkance korzeni fasoli powoduje znaczny
wzrost odpornosci oddychania na cyjanek oraz
wzrost aktywnosci oksydazy alternatywnej w izolo-
wanych mitochondriach bez dodanego pirogronianu.
Jednoczes$nie obserwowany jest wzrost aktywnosci
enzymu jabtczanowego wytwarzajgcego wewnatrz
mitochondriéw pirogronian, ktory moze aktywowac
oksydaze alternatywng [10].

1V-2.3. Poziom redukcji ubichinonu (Qr/Qt)

W tancuchu oddechowym wspdélnym substratem
dla oksydazy cytochromowej i alternatywnej jest
zredukowany ubichinon (ubichinol) [2]. Poziom re-
dukcji ubichinonu, czyli stosunek stezenia zreduko-
wanego ubichinonu (Qr) do calkowitego stezenia
ubichinonu (Qt), (Qr/Qt), jest z jednej strony uwa-
runkowany aktywnos$cia dehydrogenaz dostar-
czajacych elektrony z substratow oddechowych na
ubichinon, a z drugiej strony aktywnos$cia oksydaz,
ktore przekazujg elektrony z ubichinolu na tlen [73].
Opracowanie metody jednoczesnego pomiaru pozio-
mu redukcji ubichinonu (Qr/Qt) i natezenia pobiera-
nia tlenu w izolowanych mitochondriach [94] za-
poczatkowato badania regulacji przekazywania elek-
tronédw z ubichinolu na koncowe oksydazy tancucha
oddechowego. Pomiary woltametryczne z wykorzy-
staniem tak zwanej ,,Q-elektrody” wykazaty, ze
przeptyw elektronéw na oksydaze cytochromowg w
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izolowanych mitochondriach jest liniowo zalezny od
poziomu redukcji ubichinonu (Qr/Qt), natomiast
oksydaza alternatywna staje sie aktywna dopiero,
gdy ubichinon osiggnie wysoki poziom redukcji
(Qr/Qt) [94, 95]. Liniowa zalezno$¢ aktywnosci
oksydazy alternatywnej od poziomu redukcji ubichi-
nonu (Qr/Qt) opisano jedynie dla roslin termogen-
nych [95, 96]. U ros$lin nietermogennych, nieliniowa
zalezno$¢ aktywnos$ci oksydazy alternatywnej od po-
ziomu redukcji ubichinonu (Qr/Qt), zarébwno w izo-
lowanych mitochondriach jak i w catych tkankach,
mogtaby wskazywac, ze oksydaza alternatywna jest
aktywna, gdy droga cytochromowa jest wysycona
elektronami na skutek duzego nagromadzenia sub-
stratow oddechowych [97-99].

Badania z zastosowaniem ,Q-elektrody” [94]
oraz ekstrakcja ubichinonu z catych tkanek lub izolo-
wanych mitochondriow [23] pozwolity opracowaé
szereg modeli kinetycznych zaleznosci aktywnosci
dehydrogenaz i oksydaz tafncucha oddechowego od
poziomu redukcji ubichinonu (Qr/Qt) [11, 16, 77,
100]. Zasada tworzenia matematycznych modeli ki-
netycznych opiera sie na zatozeniu, ze nachylenie
krzywej odpowiada zaleznosci zmian aktywnosci
oksydazy alternatywnej od zmian poziomu redukcji
ubichinonu (Qr/Qt). Szereg dosSwiadczen opi-
sujacych kinetyke drog utleniajacych ubichinon
wskazuje, ze nachylenie krzywej dla zredukowanej
oksydazy alternatywnej jest strome, aw pewnym ob-
szarze (powyzej 10% Qr/Qt) czesto zbliza sie do za-
leznosci liniowej [68, 70, 71, 93, 101-103]. Interpre-
tacje modeli kinetycznych dowodzg, ze w obecnosci
pirogronianu oraz przy wystepowaniu biatka oksy-
dazy alternatywnej w formie zredukowanej (aktyw-
nej) nawet niewielkie zmiany Qr/Qt powoduja duze
zmiany aktywnosci oksydazy alternatywnej [93].

W mitochondriach izolowanych z korzeni fasoli
poziom redukcji ubichinonu (Qr/Qt) jest wysoki i
wynosi okoto 40 % bez substratu oddechowego,
natomiast w mitochondriach z korzeni fasoli roslin z
obnizonym poziomem jonéw fosforanowych
wzrasta do wartosci okoto 60 %. W mitochondriach
izolowanych z korzeni fasoli oksydaza alternatywna
jest aktywowana przez zredukowany ubichinon
tylko w obecnos$ci pirogronianu, przy czym jest to
zaréwno pirogronian egzogenny, jak i endogenny, w
przypadku roélin z obnizonym poziomem jonéw
fosforanowych [10].

1V-2.4. Aktywno$¢ drogi cytochromowej

Jeden z mechanizmow regulacji aktywnos$ci oksy-
dazy alternatywnej zaktada, ze zar6wno stezenie jak
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i aktywno$¢ enzymu zalezg od zmian aktywnosci
drogi cytochromowej [2]. Aktywno$¢ drogi cyto-
chromowej jest uwarunkowana natezeniem proce-
sOw wytwarzania i zuzywania ATP, przez co podlega
regulacji metabolicznej przez adenylany [95]. Me-
chanizm ten, jak sie wydaje, nie dotyczy oddychania
przy udziale oksydazy alternatywnej [104]. Wobec
tego, regulacja aktywnosci drogi alternatywnej przez
zmiany aktywnos$ci drogi cytochromowej mogtaby
by¢ przyktadem przystosowania metabolizmu odde-
chowego roslin do zmiennego zapotrzebowania na
energie w rdznych stanach rozwojowych i warun-
kach $rodowiskowych.

Wzrost oddychania przy udziale drogi alterna-
tywnej w odpowiedzi na zahamowanie i/lub ogra-
niczenie aktywnos$ci drogi cytochromowej obser-
wowano u roslin poddanych stresowi chtodu [52, 64,
105-107], w warunkach deficytu fosforu [7, 8, 104]
oraz po zastosowaniu inhibitora kompleksu IlI
tancucha oddechowego [108]. Podczas rozwoju
korzeni soi wraz ze spadkiem stezenia ADP i
aktywnos$ci drogi cytochromowej obserwowano
wzrost aktywnos$ci drogi alternatywnej w izolowa-
nych mitochondriach i catych korzeniach [75]. W
korzeniach trawy Poa annula, po przeniesieniu do
warunkow stabego oSwietlenia, wzrost udziatu drogi
alternatywnej w oddychaniu réwniez byt zwigzany
ze spadkiem aktywnosci drogi cytochromowej [109].

Przeptyw elektrondw na droge alternatywng zale-
zy od aktywnosci drogi cytochromowej, ale tylko w
warunkach, gdy oksydaza alternatywna jest aktywna
(zredukowana) oraz zwigzana allosterycznie z piro-
gronianem. Aktywno$¢ drogi cytochromowej oraz
dostepno$¢ substratu AOX, zredukowanego ubichi-
nonu, stanowig mechanizm regulujacy aktywnos¢
oksydazy alternatywnej poprzez zmiany metabolicz-
ne w tancuchu oddechowym [22, 52, 71, 75, 109,
110]. Deficyt jonéw fosforanowych wptywa na ob-
nizenie oddychania i aktywnos$ci drogi cytochromo-
wej [8, 10]. Obnizenie aktywnosci drogi cytochro-
mowej powoduje wzrost poziomu redukcji ubichino-
nu i przeptyw elektrondw na zaktywowang przez pi-
rogronian droge alternatywna [9, 10].

V. Uwagi koncowe

Oksydaza alternatywna obecna jest w kazdej zba-
danej dotad roslinie i pojawia sie niemal w kazdym
organie, zatem oprocz wytwarzania ciepta musi
petni¢ wazne funkcje metaboliczne. Hipoteza ,,prze-
lewu” {overflow) [98] i nadmiaru sity redukcyjnej z
powodzeniem funkcjonowata do roku 1995. Opisy-
wata stany metaboliczne, w ktérych droga alterna-
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tywna moze funkcjonowaé przy wysyconej drodze
cytochromowej (wzrost zawartosci cukréw w ko-
morce i ich intensywny metabolizm glikolityczny,
wysoki tadunek energetyczny adenylanéw) [97-99].
Obecnie wiadomo, ze nawet przy niewysyconej dro-
dze cytochromowej, droga alternatywna moze odbie-
ra¢ elektrony ze zredukowanego ubichinonu iuczest-
niczy¢ w oddychaniu [6, 76]. Warunki metaboliczne,
w ktdrych spada stezenie ADP iaktywno$é oksydazy
cytochromowej oraz wzrasta poziom redukcji ubi-
chinonu (Qr/Qt), moga prowadzi¢ do stanu, w kto-
rym droga cytochromowa jest bliska wysycenia.
Oksydaza alternatywna mogtaby w ten sposéb nie
tylko zapobiegaé nadmiernej redukcji tancucha
oddechowego, ale réwniez umozliwia¢ funkcjono-
wanie cyklu Krebsa [2, 109].

Wedtug jednej z hipotez, fizjologiczng rolg oksy-
dazy alternatywnej moze by¢ regulacja wytwarzania
aktywnych form tlenu w komérkach [63, 64, 111].
Powstajacy w wyniku reakcji dysmutacji anionorod-
nikéw ponadtlenkowych H20 2 moze odgrywaé role
czynnika indukujgcego synteze AOX [32, 77, 111].
Podczas roznego rodzaju streséw biotycznych czy
abiotycznych dochodzi do wzrostu zawartosci AOX i
oddychania z jej udziatem [59, 64, 99, 104]. Przy
ograniczonej aktywnosci drogi cytochromowej i
wzroscie poziomu redukcji ubichinonu (Qr/Qt) do-
chodzi do zwiekszonego wytwarzania aktywnych
form tlenu [104, 112]. Oksydaza alternatywna, stabi-
lizujgc poziom redukcji ubichinonu (Qr/Qt), moze
ogranicza¢ powstawanie aktywnych form tlenu [63,
63, 104, 112-114].

Wzrost zawartosci biatka AOX i udziatlu AOX w
oddychaniu jest wsp6lng odpowiedzig réznych ga-
tunkéw roslin na dziatanie warunkow stresowych.
Stresy moga by¢ wywotane czynnikami biotycznymi
i/lub abiotycznymi, takimi jak: zranienia, atak pato-
gendw, cyjanek, tlenek azotu, wysokie stezenia C02i
soli, niedobdr sktadnikdw mineralnych, anoksja, su-
sza, niska/wysoka temperatura [2]. W ciggu ostat-
nich dziesieciu lat, badania regulacji aktywnosci
oksydazy alternatywnej prowadzone in vitro, na izo-
lowanych mitochondriach, wykazaly, ze jest to pro-
ces skomplikowany. Co wiecej, nie wiadomo dok#tad-
nie, ktdre z czynnikéw regulujagcych aktywnosé
AOX in vitro majg rzeczywiscie znaczenie in vivo, w
tkankach [109, 115]. Regulacja aktywnos$ci oksyda-
zy alternatywnej in vivo zalezy bowiem od
wspotdziatania szeregu czynnikéw metabolicznych.
Izolowane mitochondria sg tatwiejszym do badan
uktadem in vitro, natomiast otrzymane wyniki nalezy
zawsze odnosi¢ do metabolizmu catej rosliny in vivo
uwarunkowanego stanem rozwojowym i czynnikami
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Srodowiskowymi. Badania regulacji aktywnosci
AOX in vivo sgnieliczne [10, 75, 93,109, 115] itrud-
ne do realizacji (ze wzgledu na ograniczenia kontro-
lowanych modyfikacji reakcji zachodzacych w
tancuchu oddechowym w nienaruszonej tkance).
Perspektywa poznania mechanizmu regulacji AOX
in vivo wigze sie obecnie z coraz czestszym otrzymy-
waniem roslin transgenicznych o zrdéznicowanym
stezeniu biatka AOX w komérkach.
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Mechanizmy przeciwresorpcyjnego

dziatania bis-

fosfonianéw w chorobach ukiadu kostnego

Mechanisms of antiresorptive action of bisphosphonates

in bone diseases

EWA BALCZEWSKA] PIOTR BALCZEWSKI?2

Spis tresci:

l.  Wprowadzenie

I1.  Proces przebudowy kosci

I11. Mechanizm fizyko-chemicznego dziatania bisfosfonia-
néw

IV. Mechanizmy bezposredniego dziatania bisfosfonianéw

V. Mechanizmy posredniego dziatania bisfosfoniandw

VI. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéw: BP — bisfosfonian; COX —
2-cyklooksygenaza 2; CMTC — chemicznie modyfikowana te-
tracyklina; CT — Kkalcytonina; FPP — famezylodifosforan;
GGPP — geranylogeranylodifosforan; GM — CFU — szereg
granulocytamo — makrofagowy; hGH — ludzki hormon wzro-
stu; IFNy — interferon y; IGF, — insulinopodobny czynnik
wzrostu 1; IL-1, IL-6, IL-11, IL-17 — interleukiny 1,6, 11 i 17;
IPP — izopentenylodifosforan; LT — leukotrien; MMP-1,
MMP-2 — metaloproteinazy 1i2; MT — MMP — metaloprote-
inaza typu membranowego; OB — osteoblast; OC — osteoklast;
ODF — osteoklastyczny czynnik réznicujacy; 1,25-(OH)2D3—
1,25-dihydroksywitamina D3; OPG — osteprotegeryna; PGE2
— prostaglandyna E2 PTH — parathormon; PTHrp — biatko
pokrewne parathormonowi; RANK — transmembranowy re-
ceptor na prekursorowych komérkach osteoklastycznych;
RANKL — transmembranowy ligand na osteoblastycznych ko-
markach zrebu; T3, T4— hormony tarczycy; TC — tetracyklina;
TGFa i TGFp — transformujace czynniki wzrostu a i (3 TIMP
— tkankowy inhibitor metaloproteinazy; TNF — czynnik mar-
twicy nowotworéw.

I. Wprowadzenie

Bisfosfoniany (Ryc. 1,1) sg syntetycznymi analo-
gami fizjologicznie wystepujacych pirofosforanow
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(Ryc. I, I). Struktura chemiczna bisfosfoniandw
znana jest od roku 1865 [1], ale pierwsza koncepcja
uzycia ich jako inhibitorow resorpcji kosci powstata
w laboratorium Herberta Fleischa w 1968
roku [2].

Bisfosfoniany (BP) zawierajg dwa ugrupowania
fosfonianowe potgczone z tym samym, centralnym
atomem wegla, tworzac strukture P-C-P. Dla podkre-
Slenia tego faktu stosuje sie tez nazwe geminalne bis-
fosfoniany lub metylenobisfosfoniany. Kazde z
ugrupowan fosfonianowych zawiera tetrakoordyna-
cyjny atom fosforu oraz jedno pojedyncze wigzanie
fosfor-wegiel, dwa pojedyncze wigzania fosfor-tlen
orazjedno podwojne wigzanie fosfor-tlen. Zgodnie z
obowigzujgca nomenklaturg chemiczng nalezy za-
niecha¢ stosowania nieprawidtowego nazewnictwa:
bifosfoniany, difosfoniany oraz dwufosfoniany. Bis-
fosfoniany sg pochodnymi do$é mocnego kwasu me-
tylenobisfosfonowego. Kliniczne zastosowanie majg
jego sole disodowe. Ich struktura, wiasciwosci i
dziatanie zostaty opisane szerzej w innej pracy
przegladowej [3]. Obecnie znanych jest okoto 2500
struktur bisfosfonianowych (baza zwigzkow i reakcji
chemicznych Beilstein Cross Fire do 11,2000), z kt6-
rych klodronian, etidronian, pamidronian, alendro-
nian, tiludronian oraz najnowszej generacji rizedro-
nian i ibandronian (sole disodowe) znalazty zastoso-
wanie jako leki. Co najmniej jeden z siedmiu wymie-
nionych lekdw bisfosfonianowych jest dopuszczony
do sprzedazy przynajmniej w jednym z 80 panstw
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Swiata [2]. Natomiast neridronian, olpadronian, in-
kadronian i zoledronian sg na etapie zaawansowa-
nych badan klinicznych [2, 4].
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R 1= OH; R2= CHj (etidronian)
R1= OH; R2= (CH2)2NH2 (pamidronian)
R1= OH; R2=(CH2)3NH2 (alendronian)

R1= OH; R2= CH2— (rizedronian)

R1= OH; R2= CH2-N/ | (zoledronian)
A=N

R1=H; R2=S—C"H"-p-Cl (tiludronian)

R'=C1; R2= C1 (klodronian)

W strukturze bisfosfonianow mozna wyrdznié
charakterystyczne fragmenty odpowiedzialne za
swoistg aktywnos$¢ biologiczng. Dwa ugrupowania
oksyanionowe sg odpowiedzialne za silne wigzania
bisfosfonian6w z kationami metali, w tym gtéwnie
wapnia, co powoduje, ze miejscem selektywnej ku-
mulacji bisfosfonianow sg hydroksyapatyty tkanki
kostnej. Grupa hydroksylowa R1=OH przy atomie
wegla C lwzmacnia wigzanie bisfosfonianéw zjona-
mi wapnia poprzez wigzania trojzebne. Drugi z pod-
stawnikow R2 stanowi tafncuch weglowy (1-3 ato-
méw wegla) zakoriczony atomem azotu grupy ami-
nowej lub pierScienia heterocyklicznego (jak pirydy-
naw rizedronianie lub imidazol w zoledronianie) [3].
Podstawnik R2jest w decydujgcym stopniu odpowie-
dzialny za witasciwosci i aktywnos$é biologiczng. Na
przyktad, antyresorpcyjna aktywno$¢ zoledronianu
jest 10000 razy wieksza, alendronianu 1000 razy, pa-
midronianu 100 razy, a klodronianu 10 razy wieksza
in vivo i in vitro, niz historycznie pierwszego zsynte-
zowanego etidronianu [2, 4]. Jedynie klodronian i ti-
ludronian nie majg ani grupy hydroksylowej ani
tancucha weglowego przy centralnym atomie wegla
Cl, a etidronian zamiast dtuzszego tarficucha weglo-
wego R2ma grupe metylowg [3]. Klodronian, tilu-
dronian i etidronian zaliczane sg do grupy fosfonia-
néw o stabszej aktywnos$ci przeciwresorpcyjnej.

W igzanie P-C-P jest odporne na chemiczng ienzy-
matyczng hydrolize oraz na dziatanie bardzo wielu
reagentow chemicznych. Fakt ten legt u podstaw
koncepcji zastosowania bisfosfonianéw, poczatko-
wo jako lekéw zapobiegajgcych procesom wapnienia
tkanek migkkich, zamiast pirofosforanow, ktérych
labilne wigzanie P-O-P byto tatwo hydrolizowane
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przez fosfatazy w przewodzie pokarmowym i unie-
mozliwiato podawanie ich droga dojelitowg. Podob-
nie jak pirofosforany, bisfosfoniany zapobiegaty do-
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o |

Ryc. 1 Bisfosfoniany (1) jako weglo-
we analogi naturalnych piro-
fosforanow (I1).

Swiadczalnie wywotanym zwapnieniom naczyn
krwionosnych, nerek i serca, zmniejszaty akumula-
cje cholesterolu, elastyny i kolagenu, a takze, w wie-
kszym stezeniu, hamowaty proces mineralizacji ko-
§ci, chrzastki i zebiny, co niekiedy mogto byé efek-
tem niekorzystnym [2, 5, 6]. Gtéwnym ich dziata-
niem jest jednak hamowanie resorpcji kosci i dlatego
bisfosfoniany znalazty zastosowanie w leczeniu
choroby Pageta, osteoporoz (gtéwnie post i perime-
nopauzalnej), szpiczaka, osteolitycznej hiperkalce-
mii w przebiegu choréb nowotworowych, nowotwo-
rowych przerzutéw do kosci, pierwotnej nadczynno-
Sci przytarczyc, a takze reumatoidalnego zapalenia
stawow, w ktdrym stosowane sgjako $rodki przeciw-
zapalne [2,4-18]. Uwaza sie, ze bisfosfoniany naleza
do grupy lekéw bezpiecznych, gdyz nie wykryto do-
tychczas ich interakcji z innymi lekami, a wszystkie
testy na ich dziatanie teratogenne, mitogenne i kan-
cerogenne wypadty ujemnie [6]. Mechanizm dziata-
nia stosowanych dotychczas lekéw bisfosfoniano-
wych jest ztozony i nie do korica poznany, zwiaszcza
na poziomie molekularnym. Niniejszy artykut przed-
stawia najnowsze poglady na ten temat w oparciu o
piSmiennictwo z lat 1966-2000.

Il1. Proces przebudowy kosci

Przedstawienie mechanizmow dziatania bisfosfo-
niandéw [19-57] wymaga krétkiego omédwienia pro-
cesow przebudowy kosci, czynnikow oddziatywu-
jacych na osteoklasty i osteoblasty, czyli komérki,
ktére odgrywajg w tej przebudowie zasadniczg role
oraz sposobu komunikowania sie osteoblastéw z
osteoklastami.
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Szkielet ludzki obok funkcji podporowej stanowi
rezerwuar wapnia i dostarcza go w takiej iloSci do
krwi, aby jego stezenie w osoczu utrzymywato sie w
prawidtowych granicach 90-106 mg/L [6]. Utrzyma-
nie wartosci tego stezenia umozliwia stata, regulo-
wana potrzebami przebudowa kosci, ktdra sktada sie
z dwéch przeciwstawnych procesow: osteoklastycz-
nej resorpcji kosci — procesu, w ktérym wapn uwal-
niany jest do krwioobiegu i osteoblastycznego two-
rzenia kosci — procesu wigzacego wapn w kosci [6].
W homeostazie wapniowej, oprocz kosci istotng role
odgrywajajelita i nerki, gdzie odbywa sie wchitania-
nie i wydalanie wapnia. Cykl przebudowy kosci zbi-
tej (korowej) u zdrowego cztowieka wynosi 100 dni.
Cykl przebudowy kosci beleczkowej (gabczastej),
stanowigcej 20% masy kosci, wynosi 200 dni. W
sktad kosSci wchodzg sktadniki nieorganiczne, ktére
stanowig 65% [w tym 95% to hydroksyapatyty —
3Ca3(P04)2-Ca(0H)2 oraz sktadniki organiczne sta-
nowigce 35% masy kosci (w tym 93% to macierz
kostna poprzeplatana wtdknami kolagenu typu I, 5%
stanowig biatka niekolagenowe i proteoglikany, a
2% sktadniki komorkowe — osteoblasty, osteokla-
sty i osteocyty [6]).

Osteoblasty sg matymi (20-30 mikrometréw), jed-
nojgdrowymi komorkami, odpowiedzialnymi za pro-
ces osteogenezy kosci. Czynnikami stymulujgcymi
wywodzace sie z komorek zrebu preosteoblasty,
wczesne osteoblasty jak i ich dojrzate formy sa
TGFP, PTH; T3 T4, PGE2 (w stezeniach rzedu
10"9-10'7 mol/L), aktywne metabolity 1,25-dihydro-
ksy-witaminy D3, hGH, IGF-1, estrogeny (Ryc. 2).
Pobudzone osteoblasty wydzielaja sktadniki niezmi-
neralizowanej macierzy kostnej (osteoid), takie jak
tropokolagen, proteoglikany, biatka niekolagenowe
(osteonektyne, osteokalcyne, osteopontyne), morfo-
genetyczne biatka kosci oraz enzymy (np. fosfataze
zasadowy, kolagenaze, aktywator plazminogenu).
Na skutek odktadania sie fosforanu wapnia, osteoid
ulega w ciggu 5-10 dni mineralizacji, a osteoblasty
ulegajg zatopieniu w wyprodukowanym przez siebie
osteoidzie i przeksztatcajg sie w osteocyt.

Osteoklasty sg duzymi wielojgdrowymi komdrka-
mi wywodzacymi sie z hematopoetycznych, prekur-
sorowych komorek szeregu granulocytarno-makro-
fagowego GM-CFU, odpowiedzialnymi za resorpcje
koSci. Majg pomarszczong, grzebieniowg po-
wierzchnie tworzgca liczne wypustki, ktore Scisle
przylegajg do powierzchni resorbowanej kosci. Rola
integryn w procesie adhezji i migracji tych komorek
zostata omoéwiona w innym artykule przegladowym
[58]. Pojedynczy osteoklast niszczy ko$¢ tworzac
pod sobg wyztobienie (zatoka Howshipa), do odbu-
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dowy ktérego wymagana jest obecno$¢ okoto 150
aktywnych osteoblastéw. Osteoklasty sg pobudzane
przez interleukiny: IL-1, IL-6 i IL-11; TGFa, TNF,
LT, PTH i PTHrp oraz przez ostatnio odkrytg inter-
leukine IL-17, ktéra indukuje ekspresje mRNA oste-
oklastycznego czynnika réznicujgcego (ODF). ODF
jest biatkiem zwigzanym z btong komdrkowa oste-
oblastéw. Biatko to przekazuje sygnaty prekursorom
osteoklastow, aby te przeksztatcaty sie w dojrzate
osteoklasty. Ponadto IL-17 zwieksza zalezna od
COX-2 synteze PGE2[60], Osteoklasty sa hamowa-
ne przez kalcytonine (CT), estrogeny, TGFp, PGE2,
IFNy. Innym waznym supresorem tworzenia i aktyw-
nosci dojrzatych osteoklastéw, a takze inhibitorem
proliferacji osteoblastow jest tlenek azotu (NO) w
wysokich stezeniach, indukowanych przez prozapal-
ne cytokiny IFNy, TNF i IL-1. Natomiast w niskich
stezeniach tlenek azotu stymuluje namnazanie oste-
oblastow. Waznym czynnikiem skomplikowanego
procesu komunikowania sie osteoblastu z osteokla-
stem jest IL-6, ktéra wydzielona przez pobudzone
osteoblasty daje sygnat osteoklastom do rozpoczecia
procesu resorpcji. Pobudzone osteoklasty urucha-
miajg pompe protonowa, ktéra wydziela jony wodo-
rowe silnie zakwaszajgce mikrosrodowisko pod ko-
morka i tym samym inicjuje rozpuszczanie si¢ hy-
droksyapatytu. Wzrost stezenia jondw wapnia i
dalszy spadek pH powodujg, ze osteoklast odrywa
sie od zresorbowanej koSci, migruje do czystej
strefy i bedac czeSciowo tylko przytwierdzonym
do powierzchni kosci zostawia za sobg, w drodze
do nowego miejsca, powierzchniowo wytrawiong
tzw. $limacza $ciezke (,,snail trach") [4]. Czes$¢ or-
ganiczna macierzy kostnej pod osteoklastem jest
trawiona przez zaktywowane proteazy, fosfataze
kwasng i inne enzymy lizosomalne. Doktadniejsze
informacje dotyczace fizjologicznej i patologicz-
nej przebudowy kosci ijej regulatordw mozna zna-
lez¢ w literaturze monograficznej, np. [6, 7].
Ostatnie znaczace osiagniecia w zrozumieniu mo-
lekularnego mechanizmu wzajemnego oddziatywa-
nia pomiedzy osteoblastycznymi komorkami zrebu i
hematopoetycznymi prekursorami komorek oste-
oklastycznych to: 1) odkrycie osteoprotegeryny
(OPG), naturalnie wystepujgcego biatka o silnej ak-
tywnosci pobudzajacej osteoklastogeneze, 2) wyizo-
lowanie transmembranowego ligandu RANKL znaj-
dujacego sie na osteoblastycznych komérkach zrebu,
ktory wigze sie z transmembranowym receptorem
RANK na prekursorowych komdrkach osteokla-
stycznych [13]. Oddziatywanie RANK/RANKL ini-
cjuje proces sygnalizacji i kaskade ekspresji geno-
wej, ktora konczy sie zréznicowaniem i dojrzewa-
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niem prekursorowych komorek osteoklastycznych
do aktywnych osteoklastéw, zdolnych do resorpcji
kosci. OPG dziata jako receptor putapkowy. taczac
sie z ligandem RANKL, OPG blokuje mozliwos$é
oddziatywania z receptorem RANK, hamujgc w ten
spos6b rozwéj osteoklastéw. Hormony kalcytropo-
we (PTH, witamina D3), PGE2 i cytokiny (IL-11),
pobudzajg osteoklastogeneze poprzez dwoiste od-
dziatywania hamujace produkcje OPG ipobudzajgce
produkcje RANKL. Estrogeny hamujg produkcje
RANKL, a tym samym stymulowang przez RANKL
osteoklastogeneze. Nie jest do korica jasna réznica
pomiedzy biatkami ODF i RANKL Odkrycie OPG
oraz oddziatywan RANK/RANKL/OPG doprowa-
dzito do pierwszych badan klinicznych OPG jako
leku przeciw osteoporozie. Brak jest na razie badan
dotyczacych roli, jakg bisfosfoniany moga odgrywacd
w opisanym mechanizmie.

I11. Mechanizmy fizykochemicznego
dziatania bisfosfonianow

Podstawg uznania fizykochemicznych mechani-
zmow dziatania bisfosfonianéw [4, 18, 38, 51, 56]
byta obserwacja, ze podobnie jak pirofosforany
(Ryc. 1, II), bisfosfoniany (Ryc. 1,1) cechuje in vitro
wysokie powinowactwo do jonéw wapnia. Powoduje
to, ze bisfosfoniany silnie wigzg sie z powierzchnig
krysztatdw fosforanu wapnia, stanowigcych gtowny
sktadnik naturalnych hydroksyapatytéw, hamujac
dalsze tworzenie tych krysztatdw poprzez zabloko-
wanie aktywnych centrow krystalizacji. W wyniku
tego procesu bisfosfoniany hamujg agregacje i prze-
ksztatcanie sie bezpostaciowego fosforanu wapnia w
krystaliczny, a takze hamujg rozpuszczanie sie juz
utworzonych krysztatdw. Na tej podstawie przyjeto,
ze bisfosfoniany mogg zaporowo chroni¢ kos¢ przed
“rozpuszczaniem”. Omdwione procesy fizykoche-
miczne zachodzg w przypadku stosowania duzych
stezen bisfosfonian6w pierwszej generacji, np. eti-
dronianu. Odkrycie silniej dziatajgcych od niego
bisfosfonianéw (alendronianu, pamidronianu i zo-
lendronianu), stosowanych w wielokrotnie mniej-
szych dawkach, musiato nasuwac przypuszczenia, ze
wiasciwosci leczniczych tych zwigzkdéw nie nalezy
ttumaczy¢ jedynie poprzez procesy fizykochemicz-
ne, w ktérych one uczestniczg [38].

IV. Mechanizmy bezposredniego dziatania
bisfosfonianow

Zaktada sie, ze w mechanizmach bezposredniego
dziatania bisfosfonianéw wchtoniecie bisfosfonianu
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przez osteoklast nastepuje na drodze endocytozy, co
doprowadza do zaktécenia metabolizmu komérko-
wego i apoptozy osteoklastu.

Bisfosfoniany po podaniu doustnym sg u cztowie-
ka wchianiane w jelicie cienkim zaledwie w kilku
procentach (etidronian 1-9%, klodronian 2%). Z tego
20-50% (etidronian) jest odktadane w kosci, a pozo-
stata czes¢ jest wydalana z moczem w postaci nie-
zmienionej [6,28]. Mozna je rowniez podawaé we
wlewach kroplowych dozylnych. Okres pottrwania
krazacych bisfosfonianéw jest bardzo krotki, rzedu
kilku minut. Badania izotopowe wykazaty, ze bisfos-
foniany lokuja sie selektywnie pod osteoklastem [21,
43] itaczg sie zjonami wapnia hydroksyapatytu. Od-
dziatywania bisfosfoniandw i jonéw wapnia byly
przedmiotem obliczen ab initio ( na przyktadzie klo-
dronianu), ktére postuzyty dalej do opracowania
map potencjatu elektrostatycznego tych oddziaty-
wan, pomocnych przy konstruowaniu nowych, efek-
tywnie dziatajacych bisfosfonianéw [47].

W czasie procesu przebudowy kosci bisfosfonian
zostaje zatopiony w osteoidzie, poprawiajgc po mi-
neralizacji biomechaniczne witasciwosci szkieletu
[61]. Stwierdzono, ze niskie dawki aminopodstawio-
nych preparatow bisfosfonianowych moga specy-
ficznie hamowa¢ dostep komorek prekursorowych
osteoklastéw do zmineralizowanej wczes$niej macie-
rzy kostnej [24]. W badaniach onkologicznych zaob-
serwowano, ze bisfosfoniany hamujg adhezje prze-
rzutowych komdérek nowotworowych raka piersi i
prostaty, zaréwno do zmineralizowanej jak i niezmi-
neralizowanej macierzy kostnej [14]. W procesie re-
sorpcji kosci, po zakwaszeniu mikroSrodowiska pod
osteoklastem przez pompy protonowe, stezenie bis-
fosfonian6w w tym miejscu wzrasta, w wyniku cze-
Sciowego ich uwalniania wraz ze zresorbowang tkan-
ka kostng. Z przestrzeni pod osteoklastem bisfosfo-
niany sa dalej wchtaniane w procesie endocytozy do
osteoklastu, ktérego aktywno$¢ resorpcyjna spada
lub wrecz zanika (Ryc. 2). Obliczono, ze w warun-
kach in vitro stezenie alendronianu w przestrzeni re-
sorpcyjnej pod osteoklastem myszy i kurczaka, wy-
nosi 0.1-1 mM przy pH=3.5 i uwolnieniu z kosci
okoto 50% ilosci tego bisfosfonianu [21]. Bisfosfo-
niany wchtoniete przez osteoklasty wywotujg zmia-
ny metaboliczne oraz zmiany ksztattu osteoklastu,
ktore najprawdopodobniej moga sie rowniez doko-
nywac¢ wskutek zewngtrzkomoérkowego oddziatywa-
nia bisfosfonianu z osteoklastem. Pomarszczona,
grzebieniowa struktura osteoklastu, zwitaszcza w
czeSci kontaktowej z powierzchnig kosci (Ryc. 2)
jest niezwykle wazna dla zachowania petnej aktyw-
nosci osteoklastu i utrata tej struktury wskutek
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dziatania bisfosfonianow uniemozliwia adhezje
osteoklastu do macierzy kostnej oraz wytworzenie
szczelnych przestrzeni resorpcyjnych, w ktérych
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Ryc. 2. Modulatory funkcji i komunikacji osteoblastu (OB) i osteoklastu

dziatajgjony wodorowe i enzymy. Najprawdopodob-
niej, przyczyna utraty pomarszczonej struktury ko-
maérkowej jest dysfunkcja matych sygnalizacyjnych
biatek Rac i Rho z rodziny GTP-az, ktére sg odpo-
wiedzialne m.in. za adhezje, ruchy, zmiany morfolo-
giczne komérek i ich apoptoze [26,62]. W szczeg0l-
nosci stwierdzono, ze biatko Rac wywiera dziatanie
regulujgce na czynnik wzrostu, ktéry jest bezposred-
nio odpowiedzialny za ksztalt btony cytoplazma-
tycznej osteoklastu [63]. W badaniach zresorbowa-
nej powierzchni kosci przez izolowane mysie oste-
oklasty z uzyciem skaningowego mikroskopu elek-
tronowego wykazano znaczenie subtelnego od-
dziatywania bisfosfonianow na zmiane ksztattu
btony cytoplazmatycznej osteoklastu [49]. Inne ba-
dania podkres$lajg istotny udziat bisfosfonianéw w
wiecej niz jednym etapie procesu dojrzewania oste-
oklastéw [48]. Dotyczy to aktywnych bisfosfonia-
néw zawierajgcych w tancuchu bocznym atom azotu
(np. alendronian, ibandronian, rizedronian), ktére
nie sg metabolizowane przez osteoklasty. W odr6z-
nieniu od nich grupa mniej aktywnych bisfosfonia-
néw (klodronian, etidronian) — nie zawierajgcych
atomu azotu w fanicuchu bocznym i przez to najbar-
dziej przypominajacych fizjologiczne pirofosforany
— ulega metabolizowaniu przez osteoklasty {patrz
nizej).
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Istotne znaczenie w postepie badah mechanizmoéw
dziatania bisfosfonianéw miato stwierdzenie, ze te
bisfosfoniany, ktére zawierajg atom azotu sg inhibi-
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torami enzyméw szlaku mewalonowego odpowie-
dzialnego m.in. za produkcje izopentenylodifosfora-
nu (IPP), farnezylodifosforanu (FPP), geranylogera-
nylodifosforanu (GGPP), a takze skwalenu i steroli
(cholesterolu) [4, 20, 26, 27, 32, 34, 35]. Zar6wno
FPP jak i GGPP sa konieczne dla prenylowania
biatek Rac, Rho, a takze Ras, co warunkuje ich pra-
widtowga funkcje. Bisfosfoniany zawierajgce atom
azotu hamujg synteze FPP i GGPP — najprawdopo-
dobniej poprzez hamowanie enzymoéw wymaganych
w syntezie obu tych metabolitéw szlaku mewalono-
wego i ostabiajg przez to mechanizm prenylowania
wymienionych biatek. Utrata funkcji przez geranylo-
geranylowane biatka w osteoklastach ma powazniej-
sze konsekwencje niz utrata funkcji przez farnezylo-
wane biatka, gdyz wiadomo, ze geranylogeranylo-
wane Rac, Rho jak i Rab sg w wiekszym stopniu od-
powiedzialne za tworzenie, funkcje i ksztatt btony
komorkowej  osteoklastow. Bisfosfoniany od-
dziatywujg na enzymy szlaku mewalonowego, takie
jak izomerazy IPP, syntazy FPP, GGPP iskwalenu, w
réznym stopniu. Na przykiad, ibandronian jest sil-
niejszym inhibitorem syntazy skwalenu niz alendro-
nian i pamidronian, ale pomimo to, te dwa ostatnie
bisfosfoniany zachowujg zdolnos¢ do blokowania
syntezy steroli poprzez blokowanie innych enzymow
szlaku_-niz syntaza skwalenu. Moze to $wiadczyé o
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tym, ze te bisfosfoniany sg substratowymi analogami
izoprenoidowych difosforanéw [64]. Ostatnie donie-
sienia wskazuja, ze bisfosfoniany stabiej od-
dziatywujg na prenylowane transferazy niz izomera-
zy i syntazy [65]. Moga réwniez, poprzez hamowa-
nie prenylowania biatek indukowac apoptoze zarow-
no osteoklastéw jak i makrofagéw (np. J774),
powigzanych wspélnymi prekursorami komérkowy-
mi. Stad czesto efekt wywierany przez bisfosfoniany
na makrofagi jest poréwnywany z efektem wywiera-
nym na osteoklasty [52]. Indukcja apoptozy makro-
fagow przez bisfosfoniany jest przynajmniej w cze-
§ci odpowiedzialna za ich wiasSciwosci przeciwza-
palne [41]. Bisfosfoniany redukuja réwniez aktyw-
no$¢ innych enzyméw np. fosfatazy kwasnej [54],
enzymow lizosomalnych [66, 67], p-glukuronidazy
[22], wakuolarnych H+ ATP-az w osteoklastach [68,
69].

W odréznieniu od bisfosfonianéw zawierajacych
atom azotu, klodronian, etidronian i tiludronian sg
metabolizowane do 5’-(P,y-dichloromethyleno, hy-
droksyetylideno i /?-chlorofenylo-tiometyleno) tri-
fosforanéw adenozyny (Ryc. 3, 111-V), ktore sg nie
ulegajacymi hydrolizie analogami trifosforanu ade-
nozyny [27, 32].

Akumulacja w osteoklastach wyzej wymienio-
nych toksycznych metabolitdw bisfosfonianéw ogra-
nicza zywotno$é komarek i powoduje w konsekwen-
cji ich apoptoze.

Jednym z pierwszych obiektéw modelowych uzy-
tych do badan metabolizmu bisfosfoniandw byta
ameba Dictyostelium discoideum [45, 46, 70, 71].
Organizm ten oraz inne komarki jak np. makrofagi
J774 i komérki kostniakomiesaka MG63, metaboli-
zowaty klodronian do tego samego nie ulegajacego
hydrolizie metabolitu (Ryc.3, I11) [71]. Potwierdze-
nie dziatania metabolitu 111 uzyskano, zamykajac go
w liposomach i wprowadzajac drogg fagocytozy do
makrofaga J774. Metabolit 111 powodowat te same
biochemiczne zmiany w tej komérce, co wolny meta-
bolit wprowadzony na tej samej drodze. Stwierdzo-
no, ze wbhudowywanie bisfosfonianéw w struktury
5°-trifosforan6w adenozyny zachodzi przy udziale
rodziny syntetaz aminoacylo-t-RNA, ktére moga
wykorzystywac bisfosfoniany w miejsce pirofosfo-
ranow dzieki analogiom strukturalnym [72].

V. Mechanizm pos$redniego dziatania bis-
fosfonianow

Stwierdzono, ze w odrdznieniu od bezposrednie-
go dziatania na osteoklasty, bisfosfoniany od-
dziatywuja rowniez na te komorki w spos6b posred-
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ni, poprzez stymulacje osteoblastow (w stezeniach
rzedu 109 mol/L, in vitro) do produkcji czynnika
biatkowego o niskiej masie czgsteczkowej
(<10kDa), ktory jest inhibitorem resorpcyjnej ak-
tywnos$ci osteoklastu [73-76]. Mechanizm ten jest
mato poznany.

Inny mechanizm posredni jest zwigzany z
wptywem bisfosfoniandw na hamowanie przez oste-
oblasty produkcji IL-6, ktora przekazuje osteokla-
stom sygnat do rozpoczecia resorpcji. Stwierdzono,
ze w obecnosci etidronianu w stezeniu rzedu 104
mol/L, produkcja IL-6 przez komérki osteoblastopo-
dobne stanowita 58% produkcji IL-6 przez nowo-
tworowe komérki kostniakomiesaka MG63 uznanej
za poziom odniesienia. Dla por6éwnania 17 (3-estra-
diol nie miat wptywu na intensywnos$é wydzielania
IL-6 przez komdérki osteoblastopodobne [77]. R6w-
niez pamidronian (w 40%) i zoledronian (w 60%) po-
wodowaty zahamowanie produkcji IL-6 stymulowa-
nej przez IL-Ip i metaloproteinazy MMP-1, uczest-
niczacej w mechanizmie inicjowania resorpcji kosci
[78]. Aktywnosci ludzkiej kolagenazy MMP-1 typu
fibroblastycznego (ICso™l6O pM), a takze kolagena-
zy zrebu z ekstraktu torbieli ludzkiej szczeki byty tez
hamowane, in vitro, przez klodronian [79]. Oba bis-
fosfoniany (pamidronian i zoledronian) uzyte w wie-
kszym stezeniu powodowaly apoptoze komérek
szpiku oraz komorek nowotworowych szpiczaka
mnogiego. Niekorzystnym efektem dziatania tych
bisfosfonianéw, a zwtaszcza zoledronianu byta pod-
wyzszona produkcja przez komorki podscieliska,
metaloproteinazy MMP-2, odpowiedzialnej nie tyl-
ko za procesy resorpcyjne kosci, ale takze za procesy
przerzutowe komorek nowotworowych. Zatem bis-
fosfoniany zwitaszcza w przypadku toczacych sie
proceséw nowotworowych musiaty by¢ tgczone z in-
hibitorami tych metaloproteinaz np. z przeciwbakte-
ryjnymi tetracyklinami (TC) lub modyfikowanymi
chemicznie tetracyklinami (CMTC), ktére nie maja
wiasciwosci przeciwbakteryjnych [80-82]. W prze-
biegu choréb nowotworowych, réwnowaga pomie-
dzy MMP produkowanymi przez osteoklasty i oste-
oblasty moze by¢ naruszona przez TGFp, ktéry indu-
kuje zmienng ekspresje nie tylko MMP macierzy, ale
takze ich inhibitoréw tkankowych TIMP, produko-
wanych przez komérki nowotworowe [83]. Przy oka-
zji warto odnotowac fakt, ze w komoérkach osteokla-
stow odkryto MMP typu membranowego (MT-
MMP), bedace podklasg rodziny MMP i odgry-
wajace znaczng role w mechanizmie adhezji oste-
oklastéw do powierzchni kosci i ich aktywnosci mi-
gracyjnej [84, 85]. Z uwagi na powyzsze funkcje me-
taloproteinaz, nalezy domyslaé sie znacznego na nie
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wptywu bisfosfonianéw, cho¢ brak jest jeszcze do-
niesief na ten temat.

V1. Podsumowanie

Bisfosfoniany sg syntetycznymi i enzymatycznie
trwatymi analogami naturalnych pirofosforanéw.
Obie grupy potaczen charakteryzuja sie wspolnymi
cechami, takimi jak niska wchtanialnos¢ jelitowa,
wysoka akumulacja w tkance kostnej, aktywnos¢
przeciwresorpcyjna. Kazdy z bisfosfonian6w ma in-
dywidualng charakterystyke i prawdopodobnie swo-
isty mechanizm dziatania. Dotychczas najwieksze
réznice ujawnity sie pomiedzy bisfosfonianami nie
zawierajagcymi w bocznym tafcuchu weglowym, R2,
atomu azotu i jednoczes$nie najbardziej przypomi-
najacymi pirofosforany (etidronian, klodronian, tilu-

dronian) a bisfosfonianami zawierajacymi atom azo-
tu (pamidronian, alendronian, rizedronian i inne) o
wyzszej aktywnoSci biologicznej. Z uwagi na rézne
oddziatywania modulatoréw resorpcji kosci na oste-
oklasty, dziatanie bisfosfonianéw mozna klasyfiko-
wac jako bezposrednie i, dotychczas mniej rozpozna-
ne, posrednie z udziatem osteoblastdw. Mechanizm
dziatania fizykochemicznego ogranicza sie do nie-
organicznego (mineralnego) skfadnika tkanki kost-
nej. Reasumujac, obecnie poznane mechanizmy
przeciwresorpcyjnego (a takze przeciwzapalnego i
przeciwnowotworowego) dziatania bisfosfonianow,
obejmujg nastepujace procesy:

1. Hamowanie rozpuszczania krysztatéw fos-
foranu wapnia w hydroksyapatytach. Obnizenie ste-
zenia jonow wapnia pod osteoklastem i hamowanie
szybkosci jego migracji do kolejnych miejsc resorp-
cji.

2. Hamowanie tworzenia i dojrzewania oste-
oklastu.

3.  Hamowanie dostepu
oklastu do tkanki kostnej.

prekursoréow  oste-
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4.  Hamowanie adhezji prekursorow osteokla-
stow i komdrek nowotworowych do tkanki kostne;j.

5. Ostabienie aktywnosci biochemicznej
osteoklastu poprzez akumulacje w cytosolu bisfos-
foniandw i ich toksycznych, nie ulegajgcych hydro-
lizie metabolitow ATP-(Ryc. 3, I11-Y).

6. Ograniczenie liczby osteoklastow w wyni-
ku apoptozy.

7.  Niekorzystne zmiany morfologiczne oste-
oklastu, a w szczego6lnosci utrata jego pomarszczo-
nej, grzebieniowej struktury, ktéra umozliwia aktyw-
nos$¢ resorpcyjng tej komorki.

8. Hamowanie aktywnos$ci enzymoéw szlaku
mewalonowego, proteaz, fosfatazy kwasnej i innych
enzymow lizosomalnych degradujacych kosé.

9. Stymulowanie osteoblastu do produkcji in-
hibitorow osteoklastu.

Cl

Ryc. 3. Toksyczne dla osteoklastu metabolity
klodronianu (111), etidronianu (IV) i
v tiludronianu (V).

Omawiajgc aktualne poglady na temat mechani-
zmow dziatania bisfosfonianéw, trudno nie wspo-
mnie¢ o skuteczno$ci dziatania lekdw bisfosfoniano-
wych réznej generacji, w leczeniu osteoporozy, ktora
w 1997 roku zostata uznana przez WHO za chorobe
cywilizacyjng. Otdz, 2-letnie doustne stosowanie
najstarszego bisfosfonianu — etidronianu disodowe-
go, w relatywnie duzych dawkach, tj. 400 mg dzien-
nie przez 2 tygodnie z 12 tygodniowg przerwg ( duze
dawki ujemnie wptywajg na proces mineralizacji
tkanki kostnej i w zwigzku z tym konieczna jest su-
plementacja wapnia), przynosi efekt leczniczy w po-
staci 2.5% zwiekszenia gestosci masy kostnej kre-
gostupa w odcinku ledzwiowym. Po wprowadzeniu
do leczenia preparatow aminobisfosfonianowych
(pamidronian, alendronian, rizedronian), ktore nie
upo$ledzaja mineralizacji tkanki kostnej, osigga sie
lepsze efekty w odbudowie kosSci przy mniejszych
dawkach dobowych. Na przyktad, w ciggu 2 lat sto-
sowania pamidronianu w dawce 150 mg dziennie,
gestos¢ masy kostnej ledzwiowego odcinka kre-
gostupa u oséb badanych wzrosta az 0 6.5% [7]. Uzy-
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skano w ten sposob lepsze wiasciwosci biomecha-
niczne kosci przy jej prawidtowym obrazie w bada-
niach histologicznych i zmniejszenie liczby mi-
kroztaman, co ma ogromne znaczenie w aspekcie
stale zwiekszajacej sie liczby chorych na osteoporo-
ze (w USA, Europie iJaponii ocenia sie ich liczbe na
ok. 80 min.).

Warto podkresli¢, ze staty postep w odkrywaniu
nowych mechanizméw dziatania bisfosfonianow
daje szanse wielu pacjentom i lekarzom na skutecz-
niejsza walke nie tylko z osteoporoza, ale i innymi
chorobami uktadu kostnego.
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Sprawozdanie z XVII zwyczajnego Walnego Zebrania
cztonkow Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

XVII Walne Zebranie cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbyto sie w trakcie trwania
XXXVII Zjazdu Towarzystwa w dniu 12 wrze$nia 2001 r. w Auli Wydz. Nauk Ekonomicznych Uniwersytetu
M. Kopernika w Toruniu. O terminie i programie zebrania Zarzad Gtéwny poinformowat cztonkéw PTBioch na
tamach swojej strony internetowej oraz za pomoca e-mailowej listy adresowej. Ponadto karty wstepu
zawierajace porzadek obrad oraz bedace jednoczesnie mandatami wyborczymi rozdawano uczestnikom Zjazdu
bedagcymi cztonkami Towarzystwa w recepcji od dnia 10 wrzesnia br.

W pierwszym z wyznaczonych termindw rozpoczecia Zebrania nie osiggnieto quorum, dlatego tez Zebranie
rozpoczeto sie w drugim terminie o godz. 19:30. W zebraniu uczestniczyto 71 zwyczajnych cztonkow
Towarzystwa.

Zebranych powitat kol. M. Komoszynski, Przewodniczacy Oddziatlu Torunskiego PTBioch. Na wstepie
zaapelowat do uczestnikdw Zebrania o zaopiniowanie stanowiska srodowiska biochemikéw wobec ,,Ustawy o
genetycznie modyfikowanych organizmach” uchwalonej w czerwcu br. O przedstawienie zastrzezen
dotyczacych Ustawy poproszono kol. T. Twardowskiego.

W krotkim wystapieniu kol. Twardowski omoéwit zagrozenia dla prowadzenia badan nad genetycznie
modyfikowanymi organizmami (GMO), ktére pojawig sie w momencie wejscia w zycie Ustawy. Przedstawit
tez dwie, roznigce sie ostroscia sformutowan, wersje rezolucji w tej sprawie. Powielone kopie obu rezolucji
rozdano uczestnikom Zebrania, za$ dyskusje nad nimi przetozono na czas przerwy w obradach.

Kol. Komoszynski zaproponowat wybdr kol. S. Angielskiego na Przewodniczgcego Zebrania. W jawnym
gtosowaniu jednogto$nie zaaprobowano te kandydature. Na wniosek kol. J. Baranskiej w podobnym
gtosowaniu wybrano kol. Anne Goc na Sekretarza Walnego Zebrania.

W imieniu Zarzagdu Gtoéwnego kol. Angielski zaproponowat kandydatury kol. J. Kwiatkowskiej-Korczak
oraz T. Wesotowskiej do Komisji Matki, oraz A. Jarmotowskiego i B. Grzelakowskiej-Sztabert do Komisji
Whnioskéw. Wobec braku innych kandydatur w gtosowaniach jawnych, odpowiednio przy jednym gtosie
wstrzymujacym sie i jednogtosnie, uchwalono proponowane sktady obu Komisji. Do Komisji Skrutacyjnej
kol. Baranska zaproponowata kol. R. Zamorskiego, B. Wojczuk i B. Wieczorek, propozycje te przyjeto
jednogtosnie.

Rowniez jednogtos$nie przyjeto protokét poprzedniego XVI Walnego Zebrania, ktore odbyto sie 16 wrzesnia
1998 r.

Prezes ustepujgcego Zarzadu Gtdwnego kol. J. Baranska przedstawita sprawozdanie z jego dziatalnosci w
XVI1 kadencji obejmujacej lata 1998-2001. Na wstepie poprosita zebranych o uczczenie minutg ciszy pamieci
kolegdw, ktérzy nas w tym czasie opuscili, a zwtaszcza prof. Zakrzewskiego. Przypomniata jego zastugi dla
Towarzystwa: wieloletnie prezesowanie, zwtaszcza w trudnych latach 80-tych, udziat w tworzeniu statutu i
organizowaniu zjazdu FEBS. Petny tekst sprawozdania z pracy Zarzgdu zostanie opublikowany na tamach
»,Postepow Biochemii”, ponizej zamieszczono jedynie skroét.

Ze sprawozdania mozna sie byto dowiedzie¢ m. in., ze Towarzystwo w dniu 30 czerwca 2001 r. liczyto 1947
cztonkdw, w tym 836 zawieszonych w prawach z powodu nieptacenia sktadek cztonkowskich. Najwyzszg
$ciggalnos¢ skiadek odnotowano w Oddziale Szczecifiskim, a najgorsza w Oddz. Warszawskim. Co roku do
Towarzystwa wstepuje podobna liczba osob, ogétem od roku 1999 do dnia Zebrania przyjeto 220 nowych
cztonkéw, w tym 89 studentéw. Na ostatnim zebraniu Zarzadu XVI kadencji w dniu 10 wrzes$nia 2001 r.
ustalono wysoko$é sktadki wraz z prenumeratg Postepow Biochemii na nastepny rok na 70 zt dla cztonkéw
zwyczajnych i35 zt dla cztonkéw studentéw oraz cene prenumeraty dla oséb niestowarzyszonych na 60 zt, adla
cztonkéw honorowych i emerytowanych na 25 zik.

Sprawozdanie obejmowato dziatalno$¢ wydawnicza Towarzystwa, premiowanie osiggnie¢ naukowych
poprzez konkursy i nagrody, popularyzacje stazy naukowych fundowanych przez FEBS i dorocznych zjazdéw
tej organizacji, wspo6torganizacje dorocznych zjazdow Towarzystwa, wspoéiprace z innymi towarzystwami
naukowymi w kraju i europejskimi towarzystwami biochemicznymi.
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Stowa uznania skierowano pod adresem zespotu redakcyjnego ,Postepéw Biochemii” oraz kol.
L. Konarskiej, redaktor naczelnej ,,Acta Biochimica Polonica”, ktéra przyczynita sie do podniesienia wartosci
~impact factor” tego czasopisma do 0,75. Podziekowania za wkiad pracy otrzymali cztonkowie komisji
konkursowych, a zwtaszcza konkursu im. J. K. Parnasa z przewodniczacym kol. G. Bartoszem na czele.

W czasie trwania XV kadencji odnotowano systematyczny wzrost liczby polskich uczestnikow zjazdow
FEBS i w poréwnaniu do innych krajéw cztonkowskich duzg liczbe polskich stypendystéw FEBS. Kol.
Baraniska poinformowata zebranych o nowej mozliwosci uzyskania grantu FEBS na wyposazenie
laboratorium, z ktérej moga skorzysta¢ stypendys$ci zakonczonych diugoterminowych stypendiow tej
organizacji po powrocie do macierzystego kraju. Wielkim sukcesem delegacji Towarzystwa na zjazd FEBS w
Lizbonie w czerwcu br. jest wybdr kol. M. J. Natecza na przewodniczacego Fellowship Committee. Polske we
wiadzach FEBS reprezentujag tez: kol. J. Barciszewski jako cztonek Advanced Courses Committee oraz
kol. J. Baranska — cztonek Working Group to Explore Ways of Improving Assistance to Central and Eastern
European Countries, a we wtadzach European Federation of Biotechnology w Executive Committee kol. S.
Bielecki. Dzieki staraniom Zarzgdu Wyzsza Szkota Pedagogiczna w Rzeszowie otrzymata z FEBS 3-letnig
subskrypcje ,,FEBS Letters” oraz , Journal of Biochemistry”.

W mijajgcej kadencji odbyty sie doroczne krajowe zjazdy w Olsztynie, Poznaniu i Toruniu. Towarzystwo
posiada tez strone internetowg oraz e-mailowag liste adresowg— zapisanie sie do niej gwarantuje otrzymywanie
biezacych ogtoszen PTBioch.

Odbywajace sie co dwa lata Konferencje im. Parnasa sg okazjg do wspélnych spotkan nie tylko biochemikow
polskich i ukrainskich, ale takze cztonkéw Towarzystw Lekarskiego i Badan Uktadu Nerwowego. Ostatnie
odbyto sie w pazdzierniku 2000 r. we Lwowie, nastepne wraz z dorocznym zjazdem Towarzystwa odbedzie sie
za rok we Wroctawiu w ramach obchodéw 300-lecia tamtejszego Uniwersytetu.

Kol. Baranska odczytata list cztonk6éw Biatoruskiego Towarzystwa Biochemicznego i pracownikéw
Instytutu Biochemii Narodowej Akademii Nauk Biatorusi z zyczeniami dla uczestnikbw XXXVII Zjazdu.
Biatoruscy biochemicy przekazali tez polskim kolegom w darze statuetke.

Na zakonczenie ustepujgca pani Prezes dziekowata za wspéiprace cztonkom Zarzadu, przewodniczacym
Oddziatéw i wszystkim woluntariuszom, ktérzy pomagali jej w minionej kadencji.

Kol. M. Stryjecka-Zimmer przedstawita sprawozdanie Komisji Rewizyjnej. Komisja Rewizyjna zwrdcita
uwage na fakt, iz z powodu nieuiszczania sktadek przez duzg liczbe cztonkéw wptywajace kwoty nie pokrywaja
wydatkOw zwigzanych z dziatalno$cig biura Zarzadu. Jednocze$nie podkreslono duzg aktywnos$¢ ustepujacego
Zarzadu w zdobywaniu dodatkowych funduszy od firm produkujgcych odczynniki chemiczne oraz poprzez
prowadzenie dziatalnosci wydawniczej. Zjazdy Towarzystwa sg tez dofinansowywane przez KBN. Komisja
Rewizyjna wysoko ocenita dziatalno$¢ Zarzagdu Gtownego XV I kadencji od strony merytorycznej i finansowe;j.

W dyskusji nad sprawozdaniem skierowano szczegélne stowa uznania i podziekowania dla kol. Teresy
Wesotowskiej za wkiad pracy nad redagowaniem i wydawaniem ,,Listow do Biochemikdw”. Zebrani w jawnym
gtosowaniu udzielili Zarzgdowi XV kadencji absolutorium przy jednym gtosie wstrzymujgcym sie.

Kol. J. Kwiatkowska-Korczak, przewodniczaca Komisji Matki, przedstawita zgtoszone przez poprzedni
Zarzad Giowny kandydatury kol. J. Baranskiej na prezesa i kol. L. Konarskiej na wiceprezesa Towarzystwa.
Gtosami z sali zaproponowano na stanowisko prezesa kandydatury kol. L. Konarskiej (propozycja kol. Z. Zaka)
i kol. B.Grzelakowskiej-Sztabert (propozycja kol. W. H. Trzeciaka), jednakze obie odmowity zgody na
kandydowanie do tej funkcji.

Réwniez od poprzedniego Zarzadu wyszty: sugestia, zeby kazdy z Oddziatéw byt reprezentowany we
wiadzach Towarzystwa i nastepujace kandydatury na cztonkéw nowego Zarzadu Gioéwnego: z Warszawy
Adama Szewczyka, Anny Dygas i Jerzego Duszynhskiego, Teresy Wesotowskiej ze Szczecina, Jana Gto-
gowskiego z Olsztyna, z Wroctawia Marii Malickiej-Btaszkiewicz i Andrzeja Dzugaja, Edwarda
Bankowskiego z Biategostoku, z Poznania Artura Jarmotowskiego, Witolda Walerycha i Tomasza
Twardowskiego, Marka Gniazdowskiego z todzi, Teresy Jakubowicz z Lublina, lwony Zak z Katowic, z
Krakowa Jerzego J. Silberringa, Piotra Laidlera i Zdzistawa Zaka, Michata Komoszynskiego z Torunia i
Michata Wozniaka z Gdanska. Z sali zgtoszono kandydatury J. Popinigisa (Gdansk) i D. Chlubka (Szczecin),
zgode wyrazit tylko ten ostatni.

Komisja Matka zaproponowata do Komisji Rewizyjnej kol.: M. Stryjeckg-Zimmer, B. Grzelakowska-
Sztabert iJ. Popingisa, ktdry odmowit zgody na kandydowanie. Propozycje kandydowania przyjeta kol. Z.
Szweykowska.
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W tajnych gtosowaniach wzieto udziat 70 os6b, oddano 65-69 gtoso6w waznych. Zgodnie ze statutem
Towarzystwa do Zarzadu Giownego weszio 14 oséb z najwyzszg liczbg gltosow. Na poszczeg6lnych
kandydatéw oddano nastepujace ilosci gtoséw:

Prezes: Jolanta Baranska — 57
Wiceprezes: Liliana Konarska — 66
Cztonkowie Zarzagdu Gtoéwnego: Adam Szewczyk — 63
Teresa Wesotowska — 57
Marek Gniazdowski — 56
Edward Bankowski — 55
Michat Komoszynski — 54
Anna Dygas — 53
Maria Malicka-Btaszkiewicz — 50
Michat WozZniak — 49
Jerzy Duszynski — 47
Artur Jarmotowski — 46
Iwona Zak — 44
Teresa Jakubowicz — 43
Tomasz Twardowski — 43
Dariusz Chlubek — 40
Komisja Rewizyjna: Maria Stryjecka-Zimmer — 66
Barbara Grzelakowska-Sztabert — 67
Zofia Szweykowska — 67

Kol. Angielski pogratulowatl nowowybranym, zyczyt im owocnej pracy w nowej kadencji ipodziekowat za
prace cztonkom komisji wyborczych.

W dyskusji na temat dziatalnosci Towarzystwa podniesiono problem $ciggalnosci skiadek. Wydaje sie
jednak, ze przy obecnym systemie indywidualnego wnoszenia optat Zarzad moze jedynie apelowaé poprzez
poczte elektroniczna bezposrednio do dtuznikdw oraz do Przewodniczacych Oddziatéw, z ktérych pochodza.

W wolnych wnioskach powrocono do przedstawionych na wstepie projektow rezolucji odno$nie ustawy o
GMO. Zebrani jednogto$nie opowiedzieli sie za uchwaleniem rezolucji. Niemal wszyscy optowali za rezolucja
zawierajagcg ostrzejsze sformutowania, jednakze po dyskusji powierzono kol. T. Twardowskiemu i
J. Plucienniczakowi opracowanie ostatecznej wersji, ktéra zachowujgc zdecydowany ton protestu przeciwko
aktualnemu brzmieniu Ustawy zawierataby tez apel o dokonanie w niej zmian na korzy$¢ placéwek naukowych
(zastapienie obowigzku rejestracji zawiadomieniem o badaniach prowadzonych na GMO, zniesienie optat za
zezwolenia na uzywanie GMO, zmiana restrykcyjnego charakteru Ustawy). Uczestnicy Zjazdu bedg mieli
mozliwo$¢ ztozenia podpiséw pod koncowym tekstem rezolucji, zostanie on tez opublikowany w ,,Postepach
Biochemii” i ,,Biotechnologii”. Jednoczesnie kol. Twardowski mocno akcentowat, iz szerokie $rodowisko
naukowe zachowato duzg inercje w czasie prac nad Ustawg, natomiast eksperci zgtosili zastrzezenia odnos$nie
jej projektu, jednakze zostaty one odrzucone przez Sejm i Senat RP. Zwrdécit tez uwage na zbyt niska aktywnos$¢
naukowcdw w dziele popularyzowania osiggnie¢ inzynierii genetycznej, w tym wynikéw wskazujacych na
brak potwierdzonych zagrozen dla ludzkosci. Kol. Ptucienniczak apelowat o nadanie rezolucji mozliwie
szerokiego rozgtosu, od naszej postawy zaleze¢ bedzie czy zostanie wniesiona inicjatywa zmiany Ustawy ijak
potoczy sie Sejmowa dyskusja nad nia.

W wolnych wnioskach kol. A. Jarmotowski zaproponowat umozliwienie wnoszenia sktadek cztonkowskich
za pomocag kart ptatniczych poprzez Internet, i poprzez odpowiednie terminale bankowe w trakcie dorocznych
zjazdoéw. Natomiast kol. Z. Szweykowska apelowala o ograniczenie zjazdowych sesji ,,R6zne” poprzez
wprowadzenie sesji 0 og6lnych tematach np. zgodnych z dziatami akademickich podrecznikéw biochemii.

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

Torun, 12.09.2001
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Sprawozdanie z dziatalnosci Zarzagdu Gtownego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego XVI Kadencji
(1998 — 2001)

Zarzad Gtowny XVI kadencji dziatat w sktadzie:
Prezydium: prezes — prof. dr hab. Jolanta Baraniska
wiceprezes — prof. dr hab. Liliana Konarska
sekretarz — doc. dr hab. Dariusz Stepkowski
skarbnik — dr Ewa Turska
Cztonkowie Prezydium Zarzadu: prof. dr hab. Edward Bafnkowski
prof. dr hab. Lech Wojtczak
Komisja Rewizyjna: prof. dr hab. Marta Stryjecka-Zimmer
prof. dr hab. Barbara Grzelakowska-Sztabert
prof. dr hab. Jerzy Popinigis
Cztonkowie Zarzadu:
Prof. Stanistaw Bielecki
Dr hab. Jan Gtogowski
Prof. Teresa Jakubowicz
Dr Artur Jarmotowski
Prof. Aleksandra Kubicz
Dr hab. Piotr Laidler
Prof. Julian Swierczyniski
Prof. Roman Tarnawski
Dr Teresa Wesotowska
Dr hab. Michat Wozniak,
Zarzad Towarzystwa dziatat przez swoje Oddziaty terenowe znajdujgce sie w:
Biatymstoku — przewodniczgcy doc. dr hab. Jerzy Patka
Gdansku — przewodniczacy doc. dr hab. Michat Wozniak
Katowicach — przewodniczgca doc. dr hab. Iwona Zak
Krakowie — przewodniczacy prof. dr hab. Zdzistaw Zak
Lublinie — przewodniczgca prof. dr hab. Teresa Jakubowicz
todzi — przewodniczacy doc. dr hab. Alojzy Zgirski
Olsztynie — przewodniczgcy prof. dr hab. Jan Glogowski
Poznaniu — przewodniczacy prof. dr hab. Witold Walerych
Szczecinie — przewodniczacy doc. dr hab. Dariusz Chlubek
Toruniu — przewodniczacy doc. dr hab. Michat Komoszynski
Warszawie — przewodniczacy prof. dr hab. Jerzy Duszynski
Wroctawiu — przewodniczaca prof. dr hab. Maria Malicka-Btaszkiewicz
Nowa kadencja zwigzana z wyborem nowych wiadz Zarzagdu Gtownego Towarzystwa rozpoczeta swoja
prace 16 wrzesnia 1998r. W czasie obecnej kadencji, pomimo energicznej akcji porzadkowania i usuwania z To-
warzystwa 0séb zalegajacych z optatami (przenoszonych w poczet tzw. cztonkdw biernych) ilos¢ cztonkéw To-
warzystwa (honorowych, aktywnych, oraz cztonkéw emerytéw) jest wysoka i wynosi 1111 oséb (Tabela 1). Jest
to zatem jedno z najwiekszych Towarzystw Naukowych w Polsce.
Do Towarzystwa stale przyjmowani sg nowi cztonkowie (Tabela 2). W latach 1999-2001 przyjeto 223 osoby,
w tym 89 studentéw (na dzien 10.09.200Ir.).
Obowigzujgca skiadka cztonkowska wynosita w 1999r. i 2000r. 30 zt (10 zt dla studenta), a z dniem
1 stycznia 200Ir. 60 zt (dla cztonkéw studentdw — 30 z}). Na zebraniu Zarzagdu Gtéwnego, ktoére odbyto sie
w dniu 10 wrze$nia 200Ir. ustalono nieznaczne podniesienie sktadek cztonkowskich (od dnia 1stycznia 2002r.)
| tak, roczna sktadka dla cztonkéw petnoprawnych wynosi¢ bedzie 70 zt, a dla cztonkdw studentéw 35 zi.
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Tabela 1
POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE
Stan osobowy w dniu 30 czerwca 2001 r.

Oddziat Liczba W tym czionkowie
cztonkow honorowi emeryci ptacacy skiadki zawieszeni
ogotem ogotem w tym

(3+4+5+7) studenci
1 2 3 4 5 6 7
Biatystok 63 - 5 30 2 28
Gdansk 120 1 3 54 10 62
Katowice 139 2 4 104 29 29
Krakéw 128 1 8 81 1 38
Lublin 127 1 15 77 7 34
Lédz 180 u 110 14 59
Olsztyn 55 - 3 25 2 27
Poznan 202 - 13 87 5 102
Szczecin 63 1 7 55 9 -
Torun 43 - 1 20 3 22
Warszawa 675 6 44 267 59 358
Wroctaw 152 2 6 67 16 77
RAZEM 1.947 14 120 977 167 836

W ramach sktadki, tak jak to ustalono w 200 Ir., cztonkowie otrzymywac beda roczng prenumerate ,,Postepéw
Biochemii”, 4 wydania ,,Listow do cztonkéw PTBioch”, cztonkostwo w FEBS i EMBO, dostep do Acta
Biochimica Polonica w internecie, korzystanie z poczty dostepnej w ramach Listy elektronicznej PTBioch,
oraz prawo do obnizonych piatnosci za uczestnictwo w Zjazdach i Konferencjach organizowanych przez

Tabela 2
Nowi cztonkowie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
przyjeci w latach 1999-2001.
Stan na dziern 10 wrze$nia 2001 r.
PTB 1999 2000 2001 Razem
oddziat  ogdétem  wtym ogotem w tym og6tem w tym ogoétem w tym
studenci studenci studenci studenci

Biatystok 7 1 : - - - 7 1
Gdansk 5 3 2 6 2 13 5
Katowice 19 11 15 7 4 4 38 22
Krakow 9 3 7 5 9 25 8
Lublin 7 3 2 6 2 15

tédz 6 1 6 3 6 2 18 8
Olsztyn : . . 1 1

Poznan 3 1 9 1 2 14 2
Szczecin 1 6 3 1 10 1
Torun : 1 - 4 2 6 2
Warszawa 18 1 15 8 23 10 56 29
Wroclaw 2 1 1 - 17 7 20 8
Razem 78 35 64 24 81 30 223 89

PTBioch, FEBS i EMBO. Cztonkowie honorowi i emeryci sg zwolnieni z optat. Emeryci beda mogli optacié
prenumerate ,,Postepéw BiochemiF w kwocie 25 zt, cztonkowie honorowi sg zwolnieni od takiej optaty.
Niezrzeszeni mogg optacié prenumerate ,,Postepéw Biochemii” w wysokosci 60 zt.

POSTEPY BIOCHEMII 47(4), 2001 341



Sprawy finansowe Towarzystwa uktadaty sie zadawalajgco. Dzieki dofinansowaniu ze strony Komitetu
Badan Naukowych byto mozliwe regularne i na wysokim poziomie wydawanie czasopism oraz organizacja
Zjazdéw. Wazng pozycje w budzecie Towarzystwa stanowi dotacja Molecular Research Center z Cincinnati,
USA, prowadzonego przez dr Piotra Chomczyniskiego. Dotacja ta jest sktadana Towarzystwu dzieki staraniom
prof. L. Konarskiej. Jest ona przeznaczona na najwazniejszg nagrode Towarzystwa, nagrode im. J.K. Parnasa.
Z kolei dotacja firmy Aldrich-Sigma przeznaczona jest na nagrode za najlepszg prace z polskiego laboratorium
z dziedziny chemii i biochemii kwasow nukleinowych. Budzet Towarzystwa jest takze wspierany przez Instytu-
ty: Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego PAN, Biochemii i Biofizyki PAN, Chemii Bioorganicznej PAN, a
takze przez Sie¢ Biologii Molekularnej i Komoérkowej UNESCO/PAN.

Zarzad Gtowny przy wspotpracy z Zarzagdami Oddziatow prowadzi dziatalno$¢ Statutowgq przez Sekcje, Ko-
misje i Zespoty. Zgodnie ze Statutem Towarzystwa, kazdego roku, zaleznie od potrzeby, odbywaja sie posie-
dzenia Prezydium Zarzadu Gtéwnego, a takze co najmniej dwa posiedzenia rozszerzonego Zarzagdu Gtéwnego
z udziatem przedstawicieli wszystkich Oddziatéw, organizatoréw Zjazdéw naukowych i innych zapraszanych
gosci.

Dyzury cztonkéw Prezydium odbywajg sie we wtorki w siedzibie Zarzagdu Gtéwnego, ktéra od 1993 roku
miesci sie w murach Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN przy ulicy Pasteura 3w Warsza-
wie. Biuro Zarzagdu Gtéwnego oraz redakcja ,Acta Biochimica Polonica” i ,,Postepéw Biochemii" sg zlokalizo-
wane w jednym budynku.

Gtownym statutowym celem Towarzystwa jest popieranie rozwoju biochemii, popularyzacja jej
osiggnie¢ oraz integracja $srodowiska biochemicznego.

Zarzad Gtowny XVI kadencji realizowat te cele przez:

— dziatalno$¢ wydawnicza,

— premiowanie osiggnie¢ naukowych przez konkursy i nagrody,

— popularyzacje stazy naukowych krajowych i zagranicznych fundowanych przez FEBS,

— wspotorganizacje dorocznych Zjazdéw Towarzystwa,

— integracje polskiego Srodowiska biochemicznego,

— popularyzacje dorocznych Zjazdéw FEBSu i aktywng prace we wiadzach FEBS,

— wspbiprace z innymi Towarzystwami Naukowymi w Polsce oraz innymi Towarzystwami Bio-
chemicznymi w Europie.

I. Dziatalno$¢ wydawnicza:

Polskie Towarzystwo Biochemiczne wydaje:

— kwartalnik ,Postepy Biochemii®

kwartalnik indeksowany jest w Medline i Agrolibex. Redaktorem Naczelnym pisma do dnia 1stycznia 2001
roku byta p. prof. Zofia Zielinska. Od tej daty obowigzki te przejeta p. prof. Grazyna Palamarczyk. Pani prof.
Z. Zielinska petni funkcje Redaktora Seniora. Prace opublikowane w kwartalniku zawierajg informacje z zakre-
su wspotczesnych kierunkow badan w naukach biologicznych, przyblizajac najnowsze osiggniecia z wielu
dziedzin. Kwartalnik wydawany w jezyku polskim jest cennym uzupetnieniem podrecznikéw akademickich i
uczy mowié¢ o biochemii poprawng polszczyzna.

— kwartalnik ,,Acta Biochimica Polonica”

jest wydawawany wspdlnie z Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN. Kwartalnik jest indeksowany przez
Current Contents, BIOSIS, Chemical Abstracts, Excerpta Medica, Medline. Naczelnym redaktorem pisma do
roku 1999 byta pani prof. Konstancja Raczynska-Bojanowska, a od roku 1999 funkcje tg petni prof. Liliana Ko-
narska. Przewodniczagcym Rady Redakcyjnej jest prof. Lech Wojtczak. Kwartalnik publikuje oryginalne prace
doswiadczalne wjezyku angielskim. Redakcji pisma nalezg sie stowa najwyzszego uznania, bowiem dzieki jej
staraniom ,,impact factor” pisma stale ro$nie. Wynosit on w 1998r. — 0.522, w 1999r. — 0.477, w 2000r. —
0.569, aw 2001 — 0.749. Nalezy ponadto dodaé, ze utrzymywana jest odrebna strona Acta Biochimica Poloni-
ca ,,on line”.

Obydwa kwartalniki sg wydawane z pomocg finansowg Komitetu badan Naukowych, co zapewnia ich regu-
larne ukazywanie sie w prawidtowych terminach i nowoczesng szate graficzng.

— biuletyn Towarzystwa: ,,Listy do cztonkéw PTBioch'>
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Biuletyn jest redagowany przez dr Terese Wesotowskg i wydawany w Szczecinie. W ciggu XV1 Kadencji do
chwili obecnej ukazato sie¢ 10 numerdéw Listdw (Nr. 52-55 w roku 1999, 56-59 w roku 2000 i 60-61 do potowy
roku 2001). Biuletyn przekazuje aktualne wiadomos$ci dotyczace pracy Zarzadu Gtdwnego, pracy Oddziatow
oraz informuje o naukowych imprezach w kraju i zagranica. Biuletyn jest wspotfinansowany przez
Towarzystwo Biochemiczne, oraz dzieki wysitkom i zapobiegliwosci p. dr Teresy Wesotowskiej przez firmy
prezentujace oferty towarowe z zakresu technik laboratoryjnych. Rzetelna informacja oraz serdeczny stosunek
dr Teresy Wesotowskiej do czytelnikbw powoduja, ze biuletyn ten jest waznym ogniwem integrujagcym
srodowisko biochemiczne.

1. Konkursy i nagrody:

Towarzystwo powotuje Komisje, w sktad ktérych wchodzg wybitni naukowcy z Polski i spoza niej. Komisje
decydujg o przyznaniu nagrody.

Kazdego roku Towarzystwo ogtasza konkurs na:

— najlepsza prace doswiadczalng z zakresu biochemii wykonang w pracowni na terenie Polski. Konkurs ten
jestuhonorowany nagrodg im. prof. Jakuba Karola Parnasa. Nagroda tajest najpowazniejszg i najwazniejsza
nagrodg Towarzystwa ijest wreczana dorocznie podczas uroczystosci otwarcia dorocznego Zjazdu PTBioch.

— najlepszg prace przegladowa opublikowang w czasopismie Towarzystwa ,Postepy Biochemii”.
Zwyciezca konkursu otrzymuje nagrode im. prof. Bolestawa Skarzynskiego.

— innym rodzajem konkursow sg konkursy, ktére rozgrywaja sie w czasie trwania Zjazdow PTBioch. | tak,
w konkursie im. prof. Wiodzimierza Mozotowskiego biorg udziat mtodzi naukowcy, biochemicy do lat 30-tu,
przedstawiajacy swoje dokonania w postaci posteru lub krétkiego komunikatu. Z kolei konkurs im. prof.
Janiny Opienskiej-Blauth jest konkursem, w ktdrym biorg udziat studenci z Két Naukowych, przedstawiajacy
swoje szczegOlnie wartosciowe prace badawcze na Zjazdach PTBioch. Konkurs ten jest ustanowiony z
inicjatywy Lubelskiego Oddziatu PTBioch.

— Nagroda im. prof. Antoniego Dmochowskiego jest przyznawana co dwa lata za wybitne osiggniecia
dydaktyczne w dziedzinie biochemii. Jest ona ustanowiona z inicjatywy t.6dzkiego Oddziatu PTBioch.

— Nagroda im. prof. Bronistawa Filipowicza za specjalne zastugi w dziedzinie popularyzacji nauki,
ustanowiona z inicjatywy tédzkiego Oddzialu PTBioch, zostata przyznana po raz pierwszy w roku 2001.

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

Rozstrzygniecie wszystkich konkurséw nastepuje na jesieni danego roku. Nagrody imienia prof. prof.: Par-
nasa, Skarzynskiego, Dmochowskiego i Filipowicza wreczane sg w dniu rozpoczecia obrad w czasie Uroczy-
stego Otwarcia Zjazdu PTBioch. Nagrody imienia prof. prof. Mozotowskiego i Opienskiej-Blauth sg wreczane
w czasie uroczystosci zakonczenia Zjazdu.

W czasie trwania omawianej XVI kadencji Zarzadu nagrody otrzymali:

NAGRODA im. J.K. PARNASA:

w roku 1999:

A. Szalewska-Patasz, A. Wegrzyn, A. Blaszczyk, K. Taylor, G. Wegrzyn za prace pt.

»DNA-stimulated transcriptional activation of orilambda: Escherichia coli RNA polymerase beta subunit as
a transcriptional activator contact site” opublikowang w Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95, 4241-4246.

w roku 2000:

M. Prymakowska-Bossak, M.R. Przewtoka, J. Slusarczyk, M. Kura$, J. Lichota, B. Kiljanczyk, A.
Jerzmanowski za prace pt. ,Linker histones play a role in male leiosis and the development of pollen grains in
tobacco” opublikowang w Plant Cell, 1999, 11, 2317-2329.

w roku 2001:

nagrode otrzymat Zespot prof. Jacka Otlewskiego za cykl trzech prac:

T. Cierpicki, J. Otlewski ,,Determination of a high precision structure of a novel protein, Linum usitatissi-
mum trypsin inhibitor (LUTI), using computer-aided assignment of NOESY cross-peaks” opublikowang w J.
Mol. Biol., 2000, 302, 1179-1192;
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T. Cierpicki, J. Bania, J. Otlewski ,,NMR solution structure of Apis mellifera chymotrypsin/cathepsin C in-
hibitor-I(AM CI-I): structural similarity with Ascaris protease inhobitors” opublikowang w Protein Sci, 2000,
9, 976-984.

A. Grzesiak, I. Krokoszynska, D. Krowarsch, O. Buczek, M. Dadlez, J. Otlewski ,,Inhibition of six serine
proteinases of the human coagulation system by mutants of bovine pancreartic trypsin inhibitor” opublikowang
w J. Biol. Chem., 2000, 275, 33346-33352.

*W skitad Komisji Konkursowej, w czasie trzech lat kadencji Zarzadu (1999-2000-2001) wchodzity
nastepujace osoby:

Przewodniczacy: Prof. Grzegorz Bartosz (Uniwersytet £odzki, £6dz)

Cztonkowie: Prof. Jan Barciszewski (Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan)

Prof. Jerzy Duszynski (Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN, Warszawa)

Prof. Janusz Gebicki (School of Biol. Sci., Sydney, Australia)

Prof. Arkadiusz Kozubek (Uniwersytet Wroctawski, Wroctaw)

Prof. Ryszard Olinski (Akademia Medyczna, Bydgoszcz)

Prof. Marta Pasenkiewicz-Gierula (Uniwersytet Jagiellonski, Krakow)

Prof. Zofia Szweykowska (Uniwersytet A. Mickiewicza, Poznan)

Prof. Grzegorz Wegrzyn (Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Gdanski)

Prof. Krystyna Wolska (Uniwersytet Warszawski, Warszawa)

Dr hab. Jolanta Zakrzewska-Czerwinska (Instytut Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej
PAN, Wroctaw)

NAGRODA im. B. SKARZYNSKIEGO:

Nagrode otrzymali:
w roku 1999:
A. Krakowiak, M. Koziotkiewicz za prace pt. ,,Oligonukleotydy o wiasciwosciach aptamerycznych”
opublikowang w ,,Postepach Biochemii”, 1998, 44, 306-317.
w roku 2000:
A. Wegrzyn, G. Wegrzyn za prace ,,Regulacja replikacji DNA bakteriofaga lambda i plazmidéw lambda”
opublikowang w ,,Postepach Biochemii”, 1999, 45, 5-11.
w roku 2001;
I. Gradzka za prace ,Apoptoza: decyzja nalezy do mitochondrium” opublikowang w ,,Postepach
Biochemii”, 2000, 46, 2-17.
W sktad komisji konkursowych wchodzili:
Przewodniczacy: Dr hab. lwona Fijatkowska (1999) (Warszawa)
prof. Grazyna Palamarczyk (2000) (Warszawa)
prof. Krystyna Grzelak (2001) (Warszawa)
Cztonkowie: dr hab. Adam Dubin (1999) (Krakéw)
prof. Wiodzimierz Krzyzosiak (1999) (Poznan)
prof. Marek Naruszewicz (1999) (Szczecin)
doc. Jerzy Patka (1999) (Biatystok)
prof. Ryszard Stomski (1999) (Poznan)
prof. Zofia Zielinska (1999) (Warszawa)
doc. Krystyna Grzelak (2000) (Warszawa)
prof. Stanistaw Lewak (2000) (Warszawa)
prof. Bogdan Liberek (2000) (Warszawa)
prof. Mirostawa Naskret-Barciszewska (2000) (Poznan)
prof. Magdalena Rakowska-Boguta (2000) (Warszawa)
dr hab. Ewa Sikora (2000) (Warszawa)
prof. Stanistaw Szala (2000) (Warszawa)
prof. Zofia Zielinska (2000) (Warszawa)
dr hab. Iwona Fijatkowska (2001) (Warszawa)
prof. Teresa Jakubowicz (2001) (Lublin)
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dr hab. Piotr Laidler (2001) (Krakow)

prof. Andrzej Ozyhar (2001) (Wroctaw)
prof. Zofia Zielinska (2001) (Warszawa)
prof. Mariusz Zydowo (2001) (Gdansk)

NAGRODA im. W. MOZOLOWSKIEGO (dla mtodych biochemikéw, do lat 30-u):

Nagrody uzyskali:
w roku 1999:
Gtowna nagroda: A. Kobielak za prace pt. ,,Utrata stabilnosci transkryptu genu MSX 1, wywotana mutacjg
w regionie kodujgcym 3’-UTR, moze powodowac zaburzenia tworzenia zawigzkow zebow”
I. Biedrzycka (wyrdznienie)
w roku 2000:
Gtowna nagroda: K. Kobielak za prace pt. ,,Rola czynnikdéw transkrypcji LEF-1 | beta kateniny w réznico-
waniu sie przydatkéw skory. Udziat Sciezki sygnatowej WNT”.
. Bobeszko (wyréznienie)
. Czapinska (wyro6znienie)
. Golczak (wyrdznienie)
Masny (wyrdznienie)
. Nawrot (wyrdznienie)
. Palczewska (wyréznienie)
. Schmidt (wyrdznienie)
w roku 2001:
Gtéwna nagroda: J. Wiejak za prace autorstwa J. Wiejak, E. Wyroba pt ,,Homolog ssaczej dynaminy 2 u
Paramecium: klonowanie i sekwencjonowanie katalitycznej domeny GTP-azowej”
A. Kirilenko (wyréznienie)
F. Kukulski (wyr6znienie)
M. Mucha (wyréznienie)
D. Piekna (wyrdznienie)
M. Sakowicz (wyrdznienie)
S. Wisniewski (wyrdznienie)
W sktad komisji konkursowych wchodzili:
Przewodniczacy: Prof. Jerzy Duszynski (1999) (Warszawa)
Prof. Witold Walerych (2000) (Poznan)
Prof. Michat Wozniak (2001) (Gdansk)
Cztonkowie: prof. Zofia Szweykowska-Kulinska (1999) Poznan
dr hab. Dariusz Stepkowski (1999) Warszawa
prof. Przemystaw Wojtaszek (1999) (Poznan)
prof. Janina Kwiatkowska-Korczak (2000) (Wroctaw)
dr hab. Cezary Madrzak (2000) (Poznan)
prof. Ryszard Stomski (2000) (Poznan)
Prof. Liliana Konarska (2001) (Warszawa)
Prof. Jadwiga Gniot-Szulzycka (2001) (Torun)
Prof. Zdzistaw Zwierz (2001) (Krakow)

ITTZLP>»PZITE

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

W roku 1999:

I Nagroda: J. Krajewski i T. Stefaniak za prace pt. ,,Rola reaktywnych form tlenu w eksperymentalnej ne-
frokarcinogenezie”

Il Nagroda: M. Ociepa za prace pt. ,Estrogeny Srodowiskowe indukujg ekspresje genéw dla dytochromoéw
CYPALl i CYPA 1A2 uczestniczacych we wzmacnianiu dziatania estrogendéw naturalnych w komarkach linii
ustalonej raka sutka MCF-7".
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U. Wilczynska (wyro6znienie)

W roku 2000:

Nagroda: M. Kaszuba za prace pt. ,,Proba przeniesienia genu syntazy resweratrolowej z winoro$li (\Vitis
inifera) do pomidora (Lycopersicon esculentumy’

J. Gotebiewska (wyrdznienie)

A. Wactawik (wyrdznienie)

B. Skoblinska (wyrdznienie)

W roku 2001:

Nagroda (dwie rownorzedne nagrody za wsp6lng prace): J. Kobiela i J. Krajewski za prace pt.”Mikroso-
malna 4-hydroksylaza estradiolu jako enzym odpowiedzialny za powstawanie stresu oksydacyjnego w ekspe-
rymentalnym nowotworze nerki”.

J. Golebiewska (wyr6znienie)

P. Rozwadowski (wyrdznienie)

R. Dutkiewicz (wyréznienie)

A. Czyz (wyrdznienie)

W skiad Komisji Konkursowych wchodzili:

Przewodniczacy: dr. Artur Jarmotowski (1999) (Poznan)

prof. Tomasz Borkowski (2000) (Lublin)

prof. Marta Stryjecka-Zimmer (2001) (Lublin)
Cztonkowie: prof. Marta Stryjecka-Zimmer (1999) (Lublin)

dr Maria Sanecka-Obacz (1999) (Lublin)

dr Teresa Wesotowska (1999) (Szczecin)

prof. Henryk Berbe¢ (2000) (Lublin)

prof. Michat WozZniak (2000) (Gdarsk)

dr Teresa Wesotowska (2000) (Szczecin)

prof. Janina Kwiatkowska-Korczak (2001) (Wroctaw)

dr Teresa Wesotowska (2001) (Szczecin)

NAGRODA im. A. DMOCHOWSKIEGO

Nagroda tajest przyznawana co dwa lata. W czasie omawianej XVI kadencji Zarzgdu PTBioch byta przy-
znana tylko raz, w roku 2000, bedac Ill edycja Konkursu.

Gtéwna nagroda:

E. Bartnik, M. Chorazy, M. Fikus, W. Gajewski, W. Jachymczyk, A. Jerzmanowski, H.
Krzanowska, B. Lipihska, W. Ostoja-Zagorski, K. Staron, P. Stepien, S. Szala, A. Taylor, K. Taylor za
podrecznik pt. ,,Genetyka Molekularna” pod red P. Weglenskiego, PWN, 1998

Wyrdznienie:

Wyrdznienie przyznano za prace ,,Na pograniczu chemii i biologii” pod red. J. Barciszewskiego, H. Ko-
ronaka, W.T. Makarewicza, K. Ziemnickiego , tomy 1,2,3, Wydawnictwo Uniwersytetu im. A. Mickiewi-
cza, Poznan, 1998-1999

W pracach Komisji uczestniczyty nastepujace osoby:

Przewodniczgca: prof. Zofia Walter (L6dz)

Cztonkowie: prof. Edward Bankowski (Biatystok)

prof. Tomasz Borkowski (Lublin)

prof. Leokadia Ktyszejko-Stefanowicz (£06dz)
prof. Maria Malicka-Btaszkiewicz (Wroctaw)
prof. Zdzistaw Zak (Krakéw)

NAGRODA im. B. FILIPOWICZA

Nagroda przyznana po raz pierwszy w roku 2001 — | edycja Konkursu.
GHdwna nagroda:
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prof. M. Fikus w uznaniu dorobku naukowego, organizacji ,Festiwali Nauki” w Warszawie, a takze
prezentacje osiagnie¢ nauk biologicznych w srodkach powszechnego przekazu
Wyro6znienie:
prof. A. Kubicz w uznaniu dorobku naukowego, publikacje ksigzki pt. ,,Tajemnice ewolucji molekularnej”,
PWN 1999, oraz organizacje ,,Festiwalu Nauki” na Dolnym Slasku.
W pracach Komisji uczestniczyli:
Przewodniczacy: prof. Marek Gniazdowski (L6dz)
Cztonkowie: prof. Stanistaw Bielecki (L6dZ)
prof. Tomasz Borkowski (Lublin)
prof. Jerzy Duszynski (Warszawa)
prof. Leokadia Ktyszejko-Stefanowicz (£6dz2)
dr hab. Leszek Szmigiero (L06dZ)
prof. Grzegorz Wegrzyn (L6dz2)

NAGRODA ZA NAJLEPSZA PRACE Z CHEMII | BIOCHEMII KWASOW NUKLEINOWYCH

Nagrode uzyskali:

w roku 1999:

R. Tomaszewski, E. Mogielnicka, A. Jerzmanowski za prace ,,Both the 5S rRNA gene and the AT-rich
flanks of Xenopus laevis oocyte-type 5S rDNA repeat are required for histone H 1-dependent repression of tran-
scription of pol Ill-type genes in vitro reconstituted chromatin” opublikowang w Nucleic Acid Res. 1998, 26,
5596-5601.

w roku 2000:

Specjalna Nagroda Milenijna 2000 Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i firmy Sigma-Aldrich Pol-
ska, za wybitny wktad w rozw6j badan nad kwasami nukleinowymi w Polsce dla:

prof. Davida Shugara i prof. Macieja Wiewidrowskiego.

w roku 2001:

J. Bujnicki za prace ,,Phylogenomic analysis of 16S rRNA:(guanine-N2) methyltransferases suggests new
family members and reveals highly conserved motifs and a domain structure similar to other nucleic acid ami-
nomethyltransferases” opublikowang w FASEB J. , 2000, 14, 2365-2368.

Nagroda jest przyznawana w wyniku pracy Kapituty powotanej przy Sekcji Kwaséw Nukleinowych PT-
Bioch. Jest ona kierowana przez prof. Jana Barciszewskiego (Poznan), a w sktad jej wchodzg nastepujacy pro-
fesorowie: Edward Darzynkiewicz (Warszawa), Witold Filipowicz (Bazylea), Ryszard Kole (Chapel Hill NC,
USA), Maria M. Konarska ( New York NY, USA), Jarostaw Ku$Smierek (Warszawa), Wojciech T. Markiewicz
(Poznan), Antoni J. Rafalski (Wilmington DE, USA), Jacek Stawinski (Sztokholm), Wojciech J. Stec (L6dz),
Zygmunt Wasylewski (Krakoéw), Joanna Zakrzewska-Czerwinska (Wroctaw), Maciej Zylicz (Gdarisk, Warsza-
wa).

W skiad nagréd PTBioch wchodzg dyplomy, a takze znaczne kwoty pieniedzy. Nagrode im. A. Dmochow-
skiego i B. Filipowicza stanowi dyplom i medal z bragzu. Na nagrode za najlepszg prace z biochemii i chemii
kwaséw nukleinowych, sponsorowang przez firme Sigma-Aldrich Polska, sktada sie nagroda pieniezna i oka-
zaty dyplom z brazu. Nagroda sponsorowana przez te firme jest wreczana na kolejnym Zjezdzie PTBioch przez
Prezesa Towarzystwa i przedstawicieli firmy. W roku 1999 byt nim p. dr Aleksander Jankowski, a w latach
2000, 2001 p. dr Maciej Marlewski. Nagrody PTBioch stanowig prestizowe wyr6znienie i majg szeroki
oddzwiek w spotecznosci biochemicznej.

I11. Staze Naukowe

Uczestnictwo w stazach naukowych jest gorgco popierane przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne.
Zarzad Towarzystwa prowadzi nieustanng akcje propagujaca wyjazdy miodych naukowcéw na stypendia
fundowane przez FEBS. Cztonkowie Towarzystwa kazdego roku wystepujg za naszym poparciem do wiadz
FEBSu ubiegajac sie o stypendia: dtugoterminowe, krotkoterminowe i dwumiesieczne w okresie letnim (sum-
merfellowship), atakze o stypendia umozliwiajgce udziat w specjalnych tygodniowych lub dwutygodniowych
kursach naukowych, czy corocznych Zjazdach FEBSu. W roku 1999 przyznano 2 stypendia dtugoterminowe, 4
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krétkoterminowe i 1w okresie letnim. Ponadto 20 oséb uzyskato stypendia na wyjazdy na kursy i zjazdy, co w
sumie pokazuje, ze ze stypendidow FEBSu korzystato 27 osoéb. W roku 2000 przyznano 4 stypendia
diugoterminowe, 4 krotkoterminowe i 2 w okresie letnim. Ponadto 15 miodych naukowcow z Polski uzyskato
stypendia na oranizowane przez FEBS i IUMB Sympozjum poprzedzajace Zjazd, co rowniez pokazuje, ze ze
stypendiéw tych korzystato 25 oséb. Obecna liczba wydaje sie by¢ podwojeniem wartosci zlat poprzednich,
wskazujac na coraz wieksze zaangazowanie i aktywno$¢ mtodych ludzi. Nie majeszcze danych opracowanych
przez FEBS iinformujacych o stypendiach w roku 2001, jednak wstepne nasze szacunki wskazujg na podobng
ilos¢ osdb jak w roku 1999. Na Zjazd FEBS-u w Lizbonie w 200 Ir zakwalifikowato sie 10 0séb z Polski (na 90
wszystkich) uzyskujac stypendia na wyjazd. Natomiast na specjalnie zorganizowane tzw. ,,Forum Mitodych
Naukowcdw”, poprzedzajace Zjazd, zakwalifikowato sie na 65 uczestniczacych w Forum 7 o0s6b.

IV. Zjazdy Towarzystwa

W okresie Sprawozdawczym odbyty sie nastepujace Zjazdy Towarzystwa Biochemicznego:

— XXXV Zjazd Towarzystwa w Olsztynie-Krotowie, w dniach 13-16 wrzes$nia 1999r.,

— XXXVI Zjazd Towarzystwa w Poznaniu, w dniach 11-14 wrze$nia 2000r.

— XXXVII Zjazd Towarzystwa w Toruniu, w dniach 10-14 wrze$nia 2001r.

Doktadne informacje dotyczace Zjazdéw mozna znalezé w dodatkowych Materiatach stanowigcych
Sprawozdania z tych Zjazdéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii” (Zjazd w Olsztynie — ,,Postepy
Biochemii” 45 (4) 1999, 344-346; Zjazd w Poznaniu — ,,Postepy Biochemii” 46 (4) 2000, 355-357).

W Zjezdzie w Krotowie-Olsztynie uczestniczyto 419 os6b, w Poznaniu 900 os6b, aw Toruniu 700 oséb. We
wszystkich Zjazdach brali udziat koledzy biochemicy pochodzenia polskiego z Biatorusi (Grodno) i Ukrainy
(Lwow). Przyjazdy ich sg wspoétfinansowane przez Towarzystwo i ,,Wspo6lnote Polska” i koordynowane z
ogromnym zaangazowaniem przez prof. Marka Gniazdowskiego (L6dz).

Towarzystwo Biochemiczne patronuje takze i wspétorganizuje Sesje, czy Sympozja monotematyczne. Ta-
kim Sympozjum byto Sympozjum zorganizowane w Gdansku dotyczgce metabolizmu puryn i pirymidyn, ktére
odbywato sie w okresie 14-18 wrzes$nia 1999r. (7th Symposium of the European Society for the Study of Purine
& Pyrimidine Metabolism in Man). Na czele komitetu organizacyjnego stat prof. Wiestaw Makarewicz.

V. Integracja polskiego Srodowiska biochemicznego

Integracja polskiego srodowiska biochemicznego odbywa sie dzieki corocznym Zjazdom, a takze dzieki wy-
dawanym ,,Listom do cztonkéw PTBioch”, czy poprzez komunikaty publikowane przez redakcje ,,Postepow
Biochemii”. Towarzystwo ma takze swojg strone internetowg powstatag w poprzedniej kadencji w wyniku staran
prof. L. Konarskiej: www.ptbioch.edu.pl. Ponadto w czasie obecnej kadencji utworzono w 2000r. liste
e-mailowg cztonkéw PTBioch (infoptbioch@ nencki.gov.pl). Lista ta powstata i byta pod bezposrednim nad-
zorem Sekretarza Zarzadu, dr hab. D. Stepkowskiego, prowadzona przy pomocy dr hab. A. Szewczyka (War-
szawa). Obecnie na liscie tej znajduje sie juz wiele os6b. Zwieksza to doskonale przeptyw informacji miedzy
cztonkami Towarzystwa, pozwala na szybkie przekazywanie danych, a takze na przekazywanie informacji do-
chodzacych do Zarzadu Towarzystwa od wtadz FEBSu.

Z okazji czterdziestolecia powstania Towarzystwa, Zarzad Gtdwny zorganizowatl 16 grudnia 1998r uro-
czystg Sesje, na ktérej précz wyktadu naukowego prof. Lecha Wojtczaka, kolejni Prezesi Towarzystwa snuli
wspomnienia opowiadajac o swojej pracy. Sesja zakoniczyta sie szampanem.

V1. Zjazdy FEBSu i aktywna praca we wtadzach FEBSu

Polskie Towarzystwo Biochemiczne od roku 1963 jest cztonkiem Europejskiej Federacji Towarzystw
Biochemicznych (FEBS). Zarzad Gioéwny usilnie stara sie, aby jak najwiecej cztonkéw Towarzystwa
uczestniczyto w dorocznych Zjazdach FEBSu. Zacheca tez mtodych ludzi, aby aplikowali do wtadz FEBSu o
stypendia, ktore pozwalajg na czesciowa lub catkowitg odptatnos¢ udziatu w Zjazdach.

W roku 1999, Zjazd FEBSu miat miejsce w Nicei, we Francji. W ZjeZdzie tym, na 0og6lng liczbe 813 uczest-
niczyty 64 osoby z Polski. Polska, po Francji, Niemczech i Szwecji byta najliczniej reprezentowanym krajem
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natym Zjezdzie. Wsrdd osob z Polski, 15 reprezentowato mtodych ludzi (do 31 roku zycia), ktérzy dostali peine
stypendia.

Zjazd FEBSu w 2000 roku odbywat sie wspdlnie z Kongresem IUBMBu w Birmingham, Anglia. Na tym
Zjezdzie (liczba wszystkich uczestnikbw — 1019), Polska reprezentowana byta takze przez bardzo liczng
grupe 114 os6b, z czego az 42, awiec blisko potowe, stanowili mtodzi ludzie do 31 roku zycia. W$r6d tych oséb,
15 (na 120 wszystkich) wygrato konkurs i wzieto udziat w dwudniowym, poprzedzajgcym Kongres Sympo-
zjum (Young Scientist Travel Fellowships Symposium). Podczas Sympozjum miaty one moznos$¢ prezentowa-
nia wynikéw uzyskanych w laboratoriach w Polsce. Udziat w Sympozjum, wpisowe na Kongres i wszelkie po-
zostate optaty zwiazane z uczestnictwem w Kongresie byty optacone przez organizatoréw. Zjazd FEBS-u w Li-
zbonie w 2001 roku zgromadzit okoto 1889 0s6b (liczba tak duza ze wzgledu na uczestnikow z Ptd. Ameryki),
w tym z Polski byto oséb 76.

Poniewaz w roku 1996 na Zjazd w Bazylei przybyto 16 osdb z Polski, a w latach 1997 i 1998 na Zjazdy w
Barcelonie i Kopenhadze 25 i odpowiednio 23 osoby, zwiekszenie uczestnictwa o0séb z Polski w Zjazdach
FEBSu w latach 1999 i 2000 jest 3-krotne. Sadzimy, ze jest to wynik staran i pracy propagandowej Zarzadu
Giéwnego, ktdrego komunikaty dzieki uzupetnianej na biezgco stronie internetowej, lisScie e-mailowej oraz
»Listom do cztonkow PTBioch” docierajg obecnie do wiekszej ilosci kolegéw i stymulujg do wyjazdow i staran
0 stypendia.

Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego usilnie stara sie, aby jak najwiecej przedstawicieli
PTBioch zasiadato we wiadzach FEBSu. W roku 1995, w poprzedniej Kadencji Zarzadu, po wielu latach
przerwy do wtadz FEBSu zostat wybrany prof. Maciej J. Natecz (Warszawa) jako cztonek Advanced Courses
Committee. Kadencja prof. Natecza skonczylta sie w roku 1999. W tym samym roku i do tego samego Komitetu
zostat jednak wybrany prof. Jan Barciszewski (Poznan). W pazdzierniku 1998r. odbyt sie FEBS Advanced
Course w Poznaniu pt. ,RNA Biochemistry and Biotechnology” organizowany przez prof. Barciszewskiego. W
pazdzierniku 2000r., na zebraniu Komitetu zapadia pozytywna decyzja odnos$nie organizacji w Polsce
nastepnego Kursu FEBS-u (przyjeta aplikacja). Tym razem bedzie to Kurs praktyczny na temat: ,,Estimation of
DNA damage induced by genotoxic agents”. Kurs odbywac sie bedzie w Gliwicach w roku 2002, a gtéwnym
organizatorem jest prof. Joanna Rzeszowska-Wolny. Pan prof. Barciszewski i Zarzagd Gtdwny Towarzystwa
goraco zachecajg kolegow do jak najwiekszego udziatu przy organizacji takich Kurséw.

W roku 1999, na Zjezdzie w Nicei, powstata w ramach FEBSu nowa Grupa Robocza, ktérej zadaniem jest
podniesienie na wyzszy poziom biochemii i biologii molekularnej w krajach Europy Wschodniej (FEBS Wor-
king Group to Explore Ways to Improve Assistance to Eastern European Countries). W skiad tej grupy wchodzi
prof. Jolanta Baranska (Warszawa). Jednym z efektow dziatan tej grupy byta mozliwosé wystepienia do wtadz
FEBSu Towarzystw Biochemicznych panstw Wschodniej i Centralnej Europy z prosha o bezptatng subskrypcje
czasopism publikowanych przez Federacje, tj. FEBS Letters i European Journal of Biochemistry. W wyniku
staran Zarzadu Gtdwnego, Polska, poczynajgc od roku 2001 uzyskata 3-letnig subskrypcje tych pism dla grupy
naukowcOw pracujgcych na Wydziale Biologii Uniwersytetu Pedagogicznego w Rzeszowie pod Kierunkiem
prof. Tomasza Bilinskiego.

Najwiekszym jednak, bezspornym osiggnieciem Zarzadu Gtéwnego i spotecznosci biochemicznej byt wy-
bér w roku 2001, na Zjezdzie FEBS-u w Lizbonie, prof. Macieja J. Natecza (Warszawa) jako Przewodniczacego
Komitetu Stypendialnego FEBS-u (President of the FEBS Fellowship Committee). Nominacja ta powoduje
jednoczesnie wejscie prof. Natecza do Scistej, kierowniczej egzekutywy FEBS-u. Takze w 2001 r. prof. Sta-
nistaw Bielecki (£6dz) wszedt do Executive Committee Europejskiej Federacji Biotechnologii. Prof. Bielecki
jest zatozycielem iaktywnym dziataczem Sekcji Biotechnologicznej przy Polskim Towarzystwie Biochemicz-
nym. Obydwu profesorom serdecznie gratulujemy wyboru!

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

Polskie Towarzystwo Biochemiczne jest otwarte i wspOtpracuje z wieloma Towarzystwami Naukowymi w
Polsce. Szczeg6lnie dobrze rozwija sie wspo6ipraca z Polskim Towarzystwem Chemicznym. Te dwa towarzy-
stwa a ponadto jeszcze Towarzystwo Fizyczne, Geograficzne i Przyrodnikéw im. M. Kopernika utworzyto Ze-
spot do spraw Edukacji Przyrodniczej wspotpracujacy z Ministerstwem Edukacji w sprawie nauczania na po-
ziomie gimnazjéw i liceow. W wyniku dziatan, tego Zespotu odbyto sie w Lublinie, w dniach 11-13 lutego
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2000r. Sympozjum Naukowo-Dydaktyczne ,,Spoteczne znaczenie wiedzy przyrodniczej”. Polskie Towarzy-
stwo Biochemiczne reprezentowat w tych dziataniach prof. Jerzy Duszyniski (Warszawa).

Wspétpraca z innymi, sasiadujgcymi z nami Towarzystwami Biochemicznymi, takze rozwija sie dobrze.
Jako wzorcowg podajemy wspoitprace Polskiego i Ukrainskiego Towarzystwa Biochemicznego. Obydwa te To-
warzystwa patronujg Polsko-Ukrainskim Konferencjom Biochemicznym im. Jakuba Karola Parnasa. Konfe-
rencje te odbywajg sie co 2 lata naprzemiennie, raz w Polsce, raz na Ukrainie. Pierwsza, zorganizowana przez
Zarzad Gtdwny poprzedniej Kadencji, odbyta sie we Lwowie we wrze$niu 1996r., druga w Gdansku w 1998r.
Zarzad obecnej Kadencji wspétorganizowat z kolegami ukrainskimi Konferencje w pazdzierniku 2000r. we
Lwowie. Na Konferencje te ze strony polskiej przyjechato 85 naukowcdw, reprezentujacych osrodki z r6znych
miast Polski i rézne dziedziny biochemii i biologii molekularnej. Sprawozdanie z tej Konferencji byto publiko-
wane w ,,Postepach Biochemii”, 2000, 46, 357-358. Nastepna Konferencja Parnasa odbedzie sie w roku 2002
we Wroctawiu.

Jednym z osiggnie¢ Polskiego Towarzystwa Biochemicznego jest zawarcie z Ukraifskim Towarzystwem
Biochemicznym porozumienia o wspo6tpracy. W porozumieniu tym postanowiono prowadzié szereg akcji pro-
mujacych biochemikéw obu Krajéw, organizowaé Kursy, Zjazdy i wspdlne Konferencje ze specjalnym
uwzglednieniem Konferencji Parnasa. Porozumienie zostato podpisane w Kijowie 16 czerwca 2001 roku przez
Prezeséw obu Towarzystw, prof. Siergieja Komisarenke i prof. Jolante Baranska. Przy podpisywaniu umowy
uczestniczyli réowniez dr Ludmita Drobot (reprezentujaca grupe naukowcow Ilwowskich) i prof. Andrzej
Dzugaj (gtéwny organizator Konferencji Parnasa we Wroctawiu w roku 2002).

Nalezy takze doda¢, ze PTBioch aktywnie uczestniczy w dyskusji Forum Europejskiego na temat rozwoju
nauki w Europie. Zaproszeni do dyskusji nad dokumentem ,, Towards a European Research Area” przez p. Phi-
lippe Busauin, opracowaliSmy nasze stanowisko punktujgc i zwracajgc uwage na szereg istotnych problemoéw.
Dokument ten byt tworzony w porozumieniu z kolegami wszystkich Oddziatéw, cho¢ szczeg6lne podziekowa-
nia nalezg sie Oddziatowi w Biatymstoku, Krakowie i Warszawie.

Zarzad Giowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego sktada serdeczne podziekowanie Przewod-
niczagcym i Kolegom pracujgcym w Oddziatach i Sekcjach, Redaktorom Czasopism, Organizatorom kolejnych
Zjazdoéw PTBioch, Kolegom pracujagcym w poszczeg6lnych Komisjach Konkusowych i Komitetach FEBS-u
oraz wszystkim innym, ktérych praca przyczynita sie do rozwoju Towarzystwa i integracji Srodowiska bioche-
micznego.

Prof. Jolanta Baranska
Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Warszawa 26 wrzesien 200 Ir.
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02-787 Warszawa,

linkiewicz@ alpha.sggw.waw.pl

M

Maasen A — Instytut Biochemii i Biofizyki PAN,
Zaktad Biochemii RosSlin, ul. Pawihskiego 5A,
02-106 Warszawa

N

Nogalska A — Akademia Medyczna w Gda-
nsku, Katedra i Zaktad Biochemii, ul. Debinki 1,
80-211 Gdansk

Nowicka-Sans B — Department of Microbio-
logy, Health Center, University of Connecticut,
Farmington, CT 06032, USA,

b.nowicka@ neuron.uchc.edu
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Olinski R — Akademia Medyczna im. L. Rydy-
giera w Bydgoszczy, Katedra i Zaktad Biochemii
Klinicznej, ul. Kartowicza 24, 85-092 Byd-
goszcz, ryszardo@ aci.amb.bydgoszcz.pl
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Przybytowska K — Uniwersytet £6dzki, Kate-
dra Genetyki Molekularnej, ul. Banacha 12/16,
90-237 t6dz

Pienkowska J — Zaktad Ekspresji Genoéw, Uni-
wersytet im. Adama Mickiewicza, ul. Miedzy-
chodzka 5, 60-371 Poznan,

pienkowj@ main.amu.edu.pl

Przykorska A — Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN, Zaktad Biosyntezy Biatka, ul. Pawinskiego
5a, 02-106 Warszawa

R

Rola M — Zaktad Biochemii, Panstwowy Insty-
tut Weterynaryjny, Al. Partyzantéw 57, 24-100
Putawy, mrolka@ piwet.pulawy.pl

RychterAM — Zaktad Bioenergetyki Roslin, In-
stytut Biologii Eksperymentalnej Roslin, Uniwer-
sytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096
Warszawa, anna@rychter.com

S

Sidorkiewicz M — Akademia Medyczna w
todzi, Instytut Fizjologii i Biochemii, Zaktad Bio-
chemii, ul. Lindleya 6, 90-131 £6dz,

msidor@ psk2.am.lodz.pl

Solecka K— Instytut Biochemii i Biofizyki PAN,
Zaktad Biosyntezy Biatka, ul. Pawinskiego 5a,
02-106 Warszawa

Szalata M — Zakilad Genetyki Czitowieka PAN,
ul. Strzeszynska 32, 60-479 Poznan, Katedra
Biochemii | Biotechnologii, Akadermia Rolnicza
im. A. Cieszkowskiego, ul. Wolynska 35, 60-637
Poznan

Szepeta-Wisniewska J — Akademia Rolnicza,
ul. Wojska Polskiego 28, 60-637 Poznan,
szepelia@ibch.poznan.pl

Szpecht-Potocka A — Instytut Matki i Dziecka,
Zaktad Genetyki Medycznej, ul. Kasprzaka 17a,
01-529 Warszawa, aspotocka@ hotmail.com
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Genow, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, ul.
Miedzychodzka 5, 60-371 Poznan,

zofszwey@ main.amu.edu.pl

Swierczynski J—- Akademia Medyczna w Gda-
nsku, Katedra i Zaktad Biochemii, ul. Debinki 1,
80-211 Gdansk, juls@amedec.amg.gda.pl
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Tkaczyk M — Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego, Pracownia Neurobiologii Mo-
lekularnej, Zaktad Neurobiologii Molekularnej i
Komérkowej, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa,
martat@ nencki .gov.pl

Trzeciak A — Pracownia Biologii Molekularnej,
Zaktad Patomorfologu Klinicznej, Instytut Cen-
trum Zdrowia Matki Polki, ul. Rzgowska 281,
93-338 L6dz, antrzeciak@wp.pl

Trzeciak J — Uniwersytet £6dzki, Katedra Ge-
netyki Molekularnej, ul. Banacha 12/16, 90-237
Lodz

Twardowski T — Instytut Chemii Bioorganicz-
nej PAN, ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Po-
znan, twardows@ ibch.poznan.pl

W

Wolska Kl — Uniwersytet Warszawski, Instytut
Mikrobiologii, Zaktad Genetyki Bakterii, ul
Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, izabe-
law@ biol.uw.edu.pl

Wegrzyn G — Pracownia Biologii Molekularnej
afiliowana przy Uniwersytecie Gdarnskim, Insty-
tut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Kiadki 24,
80-822 Gdarnsk

Wyszko E — Instytut Chemii Bioorganicznej
PAN, ul. Noskowskiego 12, 61-704 Poznanh, wy-
szkoe@ibch.poznan.pl

Z

Zielinska E— Uniwersytet Mikotaja Kopernika,
Instytutu Biologii Ogdlnej i Molekularnej, Zaktad
Biochemii, ul. Gagarina 9, 87-100 Toruh

z

Zotadek T — Instytut Biochemii i Biofizyk PAN,

Zaktad Genetyki, ul. Pawinskiego 5a, 02-106
Warszawa, teresa@ ibb.waw.pl
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Wskazowki
dla Autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przegladowe oma-
wiajace nowe osiagnigecia, koncepcje i kierunki badawcze w
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty z hi-
storii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemicznego,
recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdow,
konferencji i szkét, w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzy-
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Biochemii"
moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac piSmiennictwo itabele), minireviews (do 10 stron tek-
stu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnigciach i pogladach
(do 5 stron tekstu).

Autorzy artykulu odpowiadaja za prawidlowos$¢ i Scistos$é
podawanych informacji oraz poprawnos$¢ cytowanego piSmien-
nictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione za-
gadnienia zilustrowane za pomoca tabel, rycin: wykresy, schema-
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na roz-
dzialy i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuty tworza spis tresci.
Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty nosza cyfry rzymskie,
podrozdzialy odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po-
prawno$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znaczno$¢ i czytelno$¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrétéw, nawet jesli bywaja uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrocenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wptywajacych na tre$¢ pracy, deklaruje tez go-
towo$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rGwnoznaczne z
oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publiko-
wana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Poste-
pach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ja)
wiaczy¢é do swego artykutu ilustracje publikowane przez auto-
row prac cytowanych, nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpo-
wiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autorow o przestrzeganie nastepujgcych
wskazowek szczego6towych:

TEKST: prosimy o nadsytanie dwdéch egzemplarzy wydruku
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie IBM
PC. Wydruk powinien byé¢ jednostronny z lewym marginesem
okoto 4 cm, z zachowaniem podwoéjnego odstepu miedzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
otdwkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail

zaktadéw, w ktérych pracuja Autorzy, adres do korespondenciji,
tytut artykutu w jezyku polskim iangielskim oraz - w prawym dol-
nym rogu: liczbe tabel, rycin, wzoréw i fotografii oraz skrécony
tytut pracy, zamieszczany na oktadce czasopisma (do 25 zna-
kow).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska Autorow,
tytut pracy w jezyku polskim iangielskim, rzeczowy spis tresci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z Autoréw i ich miejsce
pracy z adresem pocztowym iadresem e-mail oraz wykaz stoso-
wanych skrétéw w porzadku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy, pis-
miennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw ifotogra-
fii.

PISMIENNICTWO: Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tek$cie, zaznacza sie je liczbami
porzgdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26],
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa, uproszczong for-
me. Spos6b cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatéw z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatléw z tomow serii
opracowanych przez r6znych redaktoréow (5) wskazuja ponizej
podane przyktady.

1. HildebrandtGR, Aronson NN (1980) Bio-
chim Biophys Acta 631:499-502

2. Bostock CJ, Summer A T(1978) The Eucary-
otic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

3. Norberth T Piscator M (1979) W: Fr i
berg L Nordberg GF Von VB (red) Handbook on the
Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str.
541-553

4. Delej J Kesters K (1975) W: Florkin M,
Stotz EH (red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

5. Fra nks N PR Lieb WR (1981) W: Knight C
G (red) Research Monographs in Celiand Tissue Physiology, t. 7.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRACJE: ryciny powinny by¢ zapisane na dyskietce
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-biate
(kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze matowym. Ist-
nieje mozliwo$¢ wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty
ponosza Autorzy. Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opisow
stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykreséw powinny
by¢ opatrzone napisem fatwo zrozumiatlym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. llustracji nie nalezy
wtaczacé¢ w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac:
ryciny nosza cyfry arabskiej, wzory za$ rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otdéwkiem preferowane miejsce umiesz-
czenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycina, rysunkowe za$ je-
dynie na planszy ryciny. Tytuty i objasnienia rycin sporzadza sie
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji nalezy na od-
wrocie podpisa¢ imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autorow i
pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,go6ra-dot" (otéw-
kiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ arty-
kutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin izbiorczych
tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.

Wydruk izatgczniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietke,
wilasciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, prosimy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa



KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO

POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Prosimy o wnoszenie optat za sktadki cztonkowskie na nasze konto w PBK XIII Oddz. Warszawa nr

11101053-411050000371.
Jednoczes$nie uprzejmie informujemy, ze decyzjg Zarzadu Gitownego PTBioch. zostala zmieniona

wysokos¢ sktadki cztonkowskiej. W roku 2002 wynosi ona:

dla Cztonkow rzeczywistych 70.- zt.

dla Cztonkéw studentéw 35.- zt
Czlonkowie, ktdrzy optacg sktadke cztonkowska za rok 2002, otrzymaja bezptatng prenumerate kwar-
talnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ,,Postepy Biochemii”. Matzenstwa moga optacac: 70.-

+ 45.- = 115.-z, otrzymajg wdwczas jeden egzemplarz ,,Postepéw Biochemii”.
Powyzsze zmiany nie dotyczg Cztonkéw Honorowych Towarzystwa. Natomiast Cztonkowie-Emery-
ci - nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptaca za prenumerate ,,Postepédw Biochemii” 25.- zt.
Biblioteki ptacg za prenumerate ,,Postepéw Biochemii” w roku 2001  100.- zt.

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

ZAPROSZENIE

Jezeli chciatabys$/chciatby$ zapisac sie na liste e-mailowg Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyslij
e-mail na adres: infoptbioch@ nencki.gov.pl. W polu ,,subject ,, umie$¢ swoje nazwisko i imie (w takiej kolejno-
§ci i bez polskich znakéw diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysytajac taki mail zgadzasz sie na to, aby na
Twdj adres e-mailowy przychodzity informacje ZG, listy pojedynczych lub grup cztonkdw do og6tu cztonkow,
informacje z FEBS o zjazdach ikursach oraz materialy reklamowe. Lista bedzie rozsyta¢ materiaty kontrolowa-
ne przez moderatora, ktorym bedzie Dariusz Stepkowski, sekretarz Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew $mieciowej poczty i zawirusowanych ,attachmentow”.
Mam nadzieje, ze tg droggpoprawi sie stan poinformowania naszych cztonkéw o réznych wydarzeniach nauko-
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywnos$ci poszczeg6lnych oddziatow naszego Towarzystwa. Byé
moze roéwniez ,Listy do biochemikdéw” redagowane przez p. Terese Wesotowska beda obok wersji drukowanej
kolportowane przez naszg liste. Zapraszam takze do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa

Dariusz Stepkowski

Sekretarz Zarzagdu Gtdwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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