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S tre s  o k s y d a c y jn y
Numer specjalny Postępów Biochemii poświęcony reaktywnym pochodnym tlenu, stresowi oksydacyjnemu 
i antyoksydantom rozrósł się do rozmiarów dwóch numerów i otworzyliście właśnie Państwo drugi z nich. 
Rozpoczynają go artykuły poświęcone roli reaktywnych pochodnych tlenu w procesach hemostazy (Nowak 
i wsp.), w chorobach neurodegeneracyjnych (Jodko-Piórecka i Litwienienko) i w starzeniu się (Książek). 
Artykuł Kuban-Jankowskiej i wsp. przedstawia białkowe fosfatazy tyrozynowe jako czułe endogenne markery 
stresu oksydacyjnego. Kolejne artykuły poświecone są antyoksydantom. Pierwszy z nich (Kowalewska 
i Litwienienko) omawia mechanizmy działania fenolowych antyoksydantów interwentywnych, drugi 
(Muzolf-Panek i Tyrakowska) przedstawia dane świadczące o korzystnej roli prooksydacyjnej aktywności 
flawonoidów, trzeci (Stępień) dyskutuje rolę nie tylko melaniny, lecz w ogóle melanocytów w ochronie 
przed stresem oksydacyjnym. Jony metali, zwłaszcza żelaza i miedzi, odgrywają ważną rolę w stresie 
oksydacyjnym. Ostatnie trzy artykuły poświecone są tym właśnie metalom: dinitrozylowym kompleksom 
żelaza (Lewandowska i wsp.), homeostazie żelaza (Lipiński i wsp.) oraz dwóm ATPazom transportującym 
jony miedzi (Lenartowicz i Krzeptowski).
Przy okazji drobna uwaga terminologiczna. Nie ingerując już w słownictwo stosowane w artykułach, 
osobiście używam terminu „reaktywne pochodne" zamiast „reaktywne formy" tlenu. Wydaje mi się on 
bardziej właściwy: wolne rodniki tlenowe lub nadtlenek wodoru to przecież związki, a nie formy tlenu jako 
pierwiastka.
Mam nadzieję, że lektura numeru specjalnego Postępów Biochemii wzbogaci i uaktualni Państwa informacje 
o stresie oksydacyjnym i o mechanizmach przeciwdziałających temu zjawisku.

Grzegorz Bartosz

PARTNERZY POSTĘPOW BIOCHEMII

O L Y M P U S  , V RCK
Your V is ion , O u r  Future H

P o lska  S ie ć  
M ito c h o n d ria ln a

ww w .m itonet.p l

R edak to r naczelny: S ław om ir P ikuła; e-mail: s.pikula@ nencki.gov.p i, R ed a k to r senior: Zofia Z ielińska 

R edak to r dz ia łu  kra jow ego: Teresa W esołowska; e-mail: redbioch@ sci.pam.szczecin.pl, R edak to r d z ia łu  „Forum  M łodych  B iochem ików ": G rzegorz Bartosz; e-mail: gbartosz@ biol.uni.lodz.pl 

R edak to rzy : Joanna B andorow icz-Pikuła, Jolanta Barańska, Andrzej Dżugaj, K rystyna G rzelak, Lilia H ryniew iecka, D anuta H ulanicka, Andrzej Jerzm anow ski, Andrzej Kasprzak, W anda Kłopocka, Paweł Pomorski, 

A leksander F. Sikorski, A nna Szakiel, A d a m  Szew czyk, T om asz T w ardow ski, M arek Z em bala, K rzysztof Zabłocki, Alicja Żylicz 

Sk ład  i łam anie : M ałgorzata Basaj; e-mail: biochem@ nencki.gov.pl 

A dres redakcji: "Postępy  Biochemii", ul. Pasteura 3, 02-093 W arszaw a; e-mail: postepy@ nencki.gov.pl; h t tp :/ /w w w .p o s te p y b io ch em ii.p l 

W ydaw ca: Polskie Tow arzystw o Biochemiczne; ul. Pasteura 3, 02-093 W arszaw a, te l/fa x  (022) 6582099, e-mail: ptbioch@ nencki.gov.pl, h t t p : / / w w w .ptb ioch .edu .p l 

K w artalnik "Postępy Biochemii" jest w yd a w an y  z  pom ocą finansow ą M inisterstw a N auki i Szkolnictw a W yższego 

"Postępy  Biochemii" są indeksow ane w  M edline, IndexC opem icus i Agrolibrex. N akład  1000 egz.

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

http://www.mitonet.pl
mailto:s.pikula@nencki.gov.pi
mailto:redbioch@sci.pam.szczecin.pl
mailto:gbartosz@biol.uni.lodz.pl
mailto:biochem@nencki.gov.pl
mailto:postepy@nencki.gov.pl
http://www.postepybiochemii.pl
mailto:ptbioch@nencki.gov.pl
http://www.ptbioch.edu.pl
http://www.postepybiochemii.pl


W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

19 czerwca 2010 r. nagrodę im. Ta
deusza Browicza (nagroda Wydziału V 
Lekarskiego Polskiej Akademii Umie
jętności — PAU) za rok 2010 otrzymali 
profesorowie Józef Dulak i Alicja Józ- 
kowicz (Fot. 1) z Zakładu Biotechno
logii Medycznej Wydziału Biochemii, 
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu 
Jagiellońskiego, za „oryginalne i nowa
torskie badania nad rolą oksygenazy he
nrowej w mechanizmach powstawania 
naczyń krwionośnych". Nagrodę wrę
czyli Prezes PAU profesor Andrzej Bia
łas i Dyrektor Wy
działu V Lekarskie
go PAU profesor 
Edmund Przegaliń- 
ski. Druga nagroda, 
nagroda dla mło
dego naukowca, 
została przyznana 
prof. Tomaszowi 
Guzikowi, kierow
nikowi Kliniki i Ka
tedry Chorób We
wnętrznych i Me
dycyny Wsi Collegium Medicum UJ, za 
oryginalne i nowatorskie badania nad 
mechanizmami stresu oksydacyjnego 
w naczyniach krwionośnych w choro
bie niedokrwiennej serca. Prof. Tomasz 
Guzik pełni od bieżącego roku funkcję 
prezesa Polskiego Towarzystwa Badań 
nad Miażdżycą; zastąpił prof. Marka 
Naruszewicza kierującego Towarzy
stwem od 1992 roku (inicjatora powoła
nia Towarzystwa i dynamicznego Prze
wodniczącego). Profesor Tomasz Guzik 
przebywa obecnie za granicą i odbierze 
nagrodę w późniejszym terminie.

W uzasadnieniu stwierdzono: two
rzenie nowych naczyń krwionośnych 
zwane angiogenezą (naczynia powstają 
już z istniejących kapilar) lub waskulo- 
genezą (powstają z komórek macierzy
stych) jest niezbędne dla rozwoju orga
nizmu, a w  życiu dorosłego człowieka 
odgrywa kluczową rolę m.in. w  prawi
dłowym gojeniu ran. Zaburzenia tych 
procesów związane są np. z rozwojem 
nowotworów, kiedy nowe naczynia sty
mulują rozwój guza, natomiast niewy

starczająca angiogeneza i waskulogene- 
za przyczyniają się do postępu choroby 
niedokrwiennej serca lub są powodem 
powstawania niegojących się owrzo- 
dzeń u pacjentów z cukrzycą. Laureaci 
wykazali, że oksygenaza hemowa-1 ma 
istotne znaczenie w  tworzeniu naczyń, 
dlatego może być celem terapeutycz
nym w  leczeniu cukrzycy i jej powikłań, 
hamowaniu wzrostu nowotworów czy 
stymulacji procesów regeneracji mię
śnia sercowego po zawale serca. Po
nadto okazuje się, że oksygenaza hemo- 

wa-1 jest również ważnym 
enzymem w funkcjonowaniu 
różnych rodzajów komórek 
macierzystych, np. szpiku 
kostnego, które są obecnie 
obiektem zainteresowania 
medycyny regeneracyjnej.

Wyniki badań zespołu 
prof. Józefa Dulaka i prof. 
Alicji Józkowicz ukazały się 
drukiem w renomowanych 
czasopismach, m. in. w Arte

riosclerosis, Thrombosis and Vascular 
Biology, Antioxidants and Redox Sig
naling, Circulation, Journal of Experi
mental Medicine, PlosOne i American 
Journal of Pathology. Badania te będą 
rozwijane w następnych latach, m.in. 
dzięki funduszom strukturalnym w ra
mach projektów badawczych „Innowa
cyjne metody wykorzystania komórek 
macierzystych w medycynie" i „Sród- 
błonek naczyniowy w  chorobach cywi
lizacyjnych: od badań poznawczych do 
oferty innowacyjnego leku o działaniu 
śródbłonkowym", realizowanych przy 
wsparciu inwestycyjnych
grantów strukturalnych:
„Biotechnologia molekularna 
dla zdrowia", „Jagiellońskie 
Centrum Rozwoju Leków" 
i „Małopolskie Centrum 
Biotechnologii". Zakład Bio
technologii Medycznej Wy
działu Biochemii, Biofizyki i 
Biotechnologii UJ współpracuje także z 
przemysłem farmaceutycznym, uczest
nicząc w  badaniach nad opracowaniem 
nowych leków przeciwcukrzycowych

i przeciwnowotworowych (na podsta
wie informacji zamieszczonej w  witry
nie UJ).

W konkursie „Dziewczyny Przy
szłości. Śladami Marii Skłodowskiej- 
Curie", ogłoszonym przez redakcję 
miesięcznika „Elle" oraz Minister Na
uki i Szkolnictwa Wyższego, laureatką 
została Malwina Strenkowska (Fot. 
2), studentka trzeciego roku Kolegium 
Międzywydziałowych Indywidual
nych Studiów Matematyczno-Przy
rodniczych Uniwersytetu W arszaw
skiego. M. Strenkowską nagrodzono 
za prowadzenie badań w dziedzinie 
chemii bioorganicznej i biologii mole
kularnej. Tytuł zwycięskiego projektu 
to „Synteza i właściwości analogów 
końca 5'mRNA posiadających podwój
ną modyfikację tiofosforanową w łań
cuchu 5',5'-trifosforanowym". Celem 
projektu była synteza chemiczna oraz 
zbadanie właściwości biochemicznych 
i biofizycznych serii dinukleotydowych 
analogów końca 5' mRNA (kapu) posia
dających podwójną modyfikację tiofos
foranową w pozycjach a  i (3, p i y lub a  
i y łańcucha 5',5'-trifosforanowego. Dla 
otrzymanych związków zostaną prze
prowadzone badania pod kątem ich od
działywania z czynnikiem inicjującym 
translację (eIF4E), odporności na degra
dację specyficzną dla kapu pirofosfatazą 
DcpS, wydajności translacyjnej po w bu
dowaniu do mRNA oraz właściwości 
inhibitorowych w procesie translacji 
in vitro. Wyniki wcześniejszych badań 
dotyczące metylenobisfosfonianowych 
oraz tiofosforanowych analogów kapu 

sugerują, że zaprojektowane ana
logi będą charakteryzowały się 
podwyższoną odpornością na 
degradację enzymatyczną oraz 
będą efektywnie rozpoznawane 
przez maszynerię translacyjną, co 
pozwoli na zastosowanie ich do 
otrzymywania in vitro mRNA o 
wysokiej wydajności translacyjnej, 

jak również jako efektywnych inhibi
torów translacji zależnej od kapu. Ba
dania prowadzone są w  Laboratorium 
Ekspresji Genu w Zakładzie Biofizyki

Fot. 1. Profesorowie Alicja Józkowicz 
i Józef D ulak (przy drzw iach z lewej 
strony) odbierają nagrodę im. Tade
usza Browicza.
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Fot. 2. M alwina 
Strenkowska.
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w Instytucie Fizyki Doświadczalnej na 
Wydziale Fizyki UW pod opieką dr Jac
ka Jemielitego. Przedstawione przez M. 
Strenkowską wyniki badań mogą być w 
przyszłości wykorzystywane w medy
cynie, na przykład w terapii genowej, w 
przypadku uszkodzenia jakiegoś białka 
(na podstawie informacji uzskanej od 
Autorki).

W tym samym konkursie wyróżnie
nie otrzymała Agata Szade (Fot. 3), stu
dentka Wydziału Biochemii, Biofizyki i 
Biotechnologii Uniwersytetu 
Jagiellońskiego, za udział w 
projekcie badawczym „Rola 
oksygenezy chemowej-1 w 
indukcji progresywnej raka 
płaskonabłonkowego" (kie
rownikiem projektu jest prof.
Alicja Józkowicz). Kapituła 
Konkursu doceniła dojrzałość 
pracy i ambitny dobór tema
tyki badawczej. Drugie wyróżnienie 
otrzymała Joanna Oracz, studentka wy
działu Fizyki Uniwersytetu Warszaw
skiego. Siedmiu innym młodym ba
daczkom przyznano nagrody w postaci 
wyjazdów na europejskie konferencje 
naukowe.

Celem konkursu „Dziewczyny Przy
szłości. Śladami Marii Skłodowskiej- 
Curie" jest wspieranie młodych kobiet, 
studentek kierunków inżynieryjnych, 
technicznych, matematycznych łub 
przyrodniczych, które prowadzą samo
dzielne badania naukowe bądź anga
żują się w projekty badawcze. Konkurs 
ma na celu wspieranie i promowanie 
ambitnych młodych kobiet. Do konkur
su swoje prace zgłosiło 131 studentek z 
kierunków matematycznych, przyrod
niczych, ścisłych i technicznych z całe
go kraju. Oceny i wyboru najlepszych 
projektów dokonała Kapituła, powoła
na przez resort i redakcję miesięcznika 
„Elle", w skład której weszli znani na
ukowcy, przedstawiciele środowiska 
naukowego oraz przedstawiciele Mini
sterstwa i redakcji czasopisma. Kapitu
ła oceniając projekty, brała pod uwagę 
między innymi innowacyjność projek
tu, wkład nowej wiedzy do istniejącego 
stanu nauki lub techniki oraz stopień 
zaangażowania studentki w prowadzo
nych badaniach. Główna nagroda w 
konkursie wynosiła 15000 zł. Nagrody 
ufundował miesięcznik „Elle", który 
środki na ten cel, zgromadził prowa
dząc aukqe sukien polskich projektan
tów. Nagrody dla osób wyróżnionych

w konkursie, sfinansowanie zagranicz
nych wyjazdów konferencyjnych, ufun
dowało Ministerstwo Nauki i Szkol
nictwa Wyższego. Wyniki Konkursu 
ogłoszono, zgodnie z decyzją jury, w  
Warszawie w dniu 11 czerwca b.r., a 
nagrody wręczono 10 studentkom (na 
podstawie informacji zamieszczonej w 
witrynie Nauka w Polsce i witrynie UJ).

Miano Polskiego Produktu Przy
szłości w kategorii „Technologia przy
szłości w  fazie przedwdrożeniowej 

otrzymała 23 czerwca 2010 
roku terapia przeciwnowo- 
tworowa stworzona na Uni
wersytecie Jagiellońskim 
Odkrycie naukowców z UJ 
oparte jest na modyfikowa
nym szczepie bakterii Salmo
nella, które wnikają do guza 
nowotworowego i wywołują 
jego zniszczenie. Kapituła 

Konkursu Polski Produkt Przyszłości 
przyznała 4 nagrody główne oraz 6 
wyróżnień. Organizatorem Konkursu, 
objętego honorowym patronatem Mi
nistra Gospodarki, jest Polska Agencja 
Rozwoju Przedsiębiorczości. W imie
niu zespołu zajmującego się projektem 
na UJ nagrodę odebrały dr hab. Joanna 
Bereta (koordynator badań) z Wydziału 
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ 
oraz Paulina Chorobik doktorantka dr 
Michała Berety z Katedry Immunologii 
Collegium Medicum UJ, pomysłodaw
cy i twórcy projektu (Fot. 4). Innowa
cyjna metoda leczenia nagrodzona w 
Konkursie ma polegać na zastosowaniu 
specjalnych bakterii Salmonella, które 
dzięki zmianom genetycznym rozpo
znają tkankę no
wotworową i po 
w s trz y k n ię c iu  
do krwiobiegu 
pacjenta lokali
zują się w  niej.
Dzięki natural
nym mechani
zmom inwazyj
nym bakterie 
przenikają do 
komórek guza, 
gdzie wywo
łują apoptozę.
Równocześnie dochodzi do pobudze
nia układu odpornościowego i reakcji 
przed wnowotworowej. Dotychczas
skuteczność prototypowej terapii zo
stała potwierdzona badaniami na zwie
rzętach. Kolejny etap badań to udosko
nalenie szczepu Salmonella, co pozwoli

przenieść prace nad technologią do 
etapu badań klinicznych. Technolo
gia może stać się w przyszłości nową 
szansą leczenia pacjentów cierpiących 
na nowotwory lite, przede wszystkim 
jelita grubego, płuc, piersi i żołądka, 
a prawdopodobnie także innych cho
rób nowotworowych (m.in. czerniaka). 
Według Dominika Czaplickiego z Cen
trum Innowaqi, Transferu Technologii i 
Rozwoju Uniwersytetu (CI I I RU) prze
widywana wydajność i niskie koszty 
produkcji sprawiają, że wyniki badań 
naukowców mają doskonałe perspekty
wy zastosowania przemysłowego. CIT- 
TRU zabiega także o ochronę patento
wą wynalazku (o wspomaganej Salmo
nellą terapii nowotworowej opowiadali 
w programie 3 Polskiego Radia dr hab. 
Joanna Bereta oraz Dominik Czaplicki z 
CITTRU).

Konkurs „Polski Produkt Przyszło
ści" pod honorowym patronatem Mini
stra Gospodarki zorganizowano po raz 
trzynasty. Od 2002 roku organizatorem 
Konkursu jest Polska Agencja Rozwoju 
Przedsiębiorczości (PARP). Celem Kon
kursu jest promocja i upowszechnia
nie osiągnięć twórców innowacyjnych 
technik i technologii, które mają szansę 
zaistnieć na rynku polskim. Konkurs 
skierowany jest do innowacyjnych 
przedsiębiorstw, jednostek badawczo- 
rozwojowych, instytutów naukowych, 
zakładów doświadczalnych, a także dla 
indywidualnych wynalazców z krajów 
Unii Europejskiej. Warunkiem przystą
pienia do Konkursu jest przedstawienie 
nowego, innowacyjnego wyrobu lub 
technologii. Do Konkursu mogą być 

zgłaszane programy 
informatyczne, jednak 
tylko i wyłącznie jako 
elementy sterowania 
procesem technolo
gicznym. Nagrodą w 
Konkursie są statuetka 
„Polski Produkt Przy
szłości" oraz udział w 
kampaniach promocyj
nych organizowanych 
przez Polską Agencję 
Rozwoju Przedsiębior
czości, prezentacja na 

międzynarodowych targach i wysta
wach innowacyjności w  kraju i za gra
nicą oraz promocja w wydawnictwach i 
tekstach promocyjnych Agencji. Nagro
dzeni wraz z wyróżnionymi otrzymują 
dyplom i możliwość posługiwania się 
w  korespondencji Znakiem i Hasłem

Fot. 4. O d lewej Dom inik Czaplicki (CITTRU), 
Paulina Chorobik, Joanna Bereta i Maciej Czarnik 
(CITTRU).
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„Polski Produkt Przyszłości" (wiado
mości o Konkursie i laureatach można 
znaleźć na stronach www.cittru.uj.edu. 
pl, www.ppp.pi.gov.pl).

Zachodniopomorskie Noble, po 
raz dziesiąty rozdano 30 maja 2010 r. 
Mianem tym nazwano nagrody dla 
najwybitniejszych naukowców wo
jewództwa zachodniopomorskiego. 
Wśród laureatów jest pięcioro uczonych 
ze Szczecina oraz jeden z Koszalina 
(Fot. 5). Nagrody za 2009 rok przyzna
no w sześciu kategoriach nauk: medycz
ne, podstawowe, rolnicze, techniczne, 
hum anistycz
ne, o morzu.
Podczas gali 
w Teatrze 
W s p ó ł c z e 
snym otrzy
mali je dr n. 
med. Anna 
J a k u b o w s k a  
z Pomorskiej 
A k a d e m i i  
M e d y c z n e j  
za badania 
d o t y c z ą c e  
raka, prof. nadzw. dr hab. inż. Bohdan 
Andriyevksy z Politechniki Koszaliń
skiej za prace dotyczące struktury elek
tronowej pasmowej, prof. dr hab. inż. 
Wiesław F. Skrzypczak z Zachodnio
pomorskiego Uniwersytetu Technolo
gicznego za badania nad zwierzętami 
hodowlanymi we wczesnych etapach 
życia, dr hab. inż. Zbigniew Czech z 
ZUT za odkrycia z zakresu technologii 
produkcji klejów samoprzylepnych, dr 
hab. Tadeusz Szubka z Uniwersytetu 
Szczecińskiego za osiągnięcia w zakre
sie filozofii analitycznej oraz dr hab. inż. 
Zbigniew Pietrzykowski z Akademii 
Morskiej za badania dotyczące bezpie
czeństwa ruchu.

W Ministerstwie Nauki i Szkolnic
twa Wyższego został rozstrzygnięty 
Konkurs wniosków o przyznanie sty
pendiów naukowych dla wybitnych 
młodych naukowców. Wnioski na kon
kurs złożyło 296 młodych naukowców, 
spośród których wszyscy wyróżniali 
się wysokim poziomem naukowym. 
Decyzją Ministra Nauki i Szkolnictwa 
Wyższego stypendium przyznano 32 
naukowcom, których praca naukowa 
została uznana jako wybitna. Jedną ze 
stypendystek jest dr Agnieszka Łobo- 
da z Zakładu Biotechnologii Medycznej 
Wydziału Biochemii, Biofizyki i Biotech

nologii Uniwersytetu Jagiellońskiego. 
Jest to kolejny sukces młodej uczonej.

W V edycji programu TEAM Funda
cji na rzecz Nauki Polskiej 9 polskich 
naukowców otrzymało, na utworzenie 
i rozwój zespołów badawczych, ponad 
17 min złotych. Najwyższe dofinanso
wanie otrzymała dr hab. Agnieszka 
Dobrzyń z  Instytutu Biologii Doświad
czalnej im. Marcelego Nenckiego, która 
zbada molekularne i komórkowe me
chanizmy patogenezy cukrzycy typu 2. 
Ponad 2 m in złotych dostali również dr 
hab. Leszek Fiedor i prof. Jacek Młynar

ski z Uniwer
sytetu Jagiel
lońskiego oraz 
dr Szymon 
Świeżewski z 
Instytutu Bio
chemii i Bio
fizyki PAN. 
Pozostali na
grodzeni to 
prof. Joanna 
Cichy z Uni
wersytetu Ja
giellońskiego, 

prof. Tomasz Kapitaniak z Politechniki 
Łódzkiej i troje naukowców reprezentu
jących Uniwersytet Warszawski — prof. 
Ewa Górecka, prof. Wiktor Koźmiński i 
dr hab. Grzegorz Pietrzyński. W ramach 
realizowanych badań naukowcy zajmą 
się m.in. precyzyjną kalibracją kosmicz
nej skali odległości; rolą chemeryny w 
procesach fizjologicznych i patogenezie 
chorób o podłożu odpornościowym; 
rolą niekodujących RNA w regulacji 
genomu. Konkurs TEAM ma umożli
wić młodym uczonym przeprowadze
nie w Polsce najbardziej oryginalnych 
projektów badawczych w dziedzinach: 
bio, info, techno. Muszą one odnosić 
się do zagadnień związanych m.in. z 
biotechnologią i bioinżynierią, nowymi 
wyrobami i technikami medycznymi, 
technologiami informacyjnymi i teleko
munikacyjnymi, naukami obliczenio
wymi, nowymi materiałami i technolo
giami, nanotechnologiami, technologią 
i inżynierią chemiczną. W zespołach 
badawczych laureatów pracę znajdzie 
ponad 60 młodych badaczy. Naukowcy 
nagradzani w  programie będą musieli 
zatrudnić w swych zespołach studen
tów, którzy ukończyli trzeci rok stu
diów, doktorantów lub młodych dok
torów — do czterech lat od uzyskania 
stopnia naukowego. Zespół musi liczyć 
najmniej sześciu młodych uczonych,

wyłonionych w otwartym konkursie. W 
zespołach badawczych laureatów pracę 
znajdzie ponad 60 młodych badaczy. 
W ramach programu zostaną sfinanso
wane imienne stypendia naukowe dla 
członków zespołu — od 1000 do 5000 
złotych — oraz grant badawczy. Jego 
ostateczna kwota będzie uzależniona 
od liczby młodych naukowców pracu
jących w zespole badawczym.

Fundacja na rzecz Nauki Polskiej
(FNP) w czwartej i zarazem ostatniej 
edyq'i programu Międzynarodowe Pro
jekty Doktoranckie (MPD) przyznała 
29 min złotych na prowadzenie projek
tów doktoranckich ośmiu najlepszym 
międzynarodowym konsorcjom, koor
dynowanym przez polskie instytucje 
naukowe. Najwyższe dofinansowanie 
uzyskał zespół naukowców reprezen
towany przez dr hab. Pawła Moskala z 
Uniwersytetu Jagiellońskiego. Niewiele 
mniej otrzymały grupy prof. Elżbiety 
Malinowskiej z Politechniki Warszaw
skiej i prof. Krzysztofa Nawotka z Uni
wersytetu Wrocławskiego. Koordy
natorami pozostałych nagrodzonych 
projektów są prof. Zbigniew Błocki z 
Uniwersytetu Jagiellońskiego, prof. 
Bohdan Grządkowski z Uniwersytetu 
Warszawskiego, prof. Artur Jarmołow- 
ski z Uniwersytetu im. A. Mickiewicza 
w Poznaniu, prof. Jarosław Marsza
łek z Międzyuczelnianego Wydziału 
Biotechnologii UG-GUM-ed i dr hab. 
Sławomir Zadrożny z Instytutu Badań 
Systemowych PAN. Celem programu 
MPD jest podniesienie poziomu badań 
naukowych realizowanych w Polsce 
przez młodych naukowców w okresie 
przygotowywania przez nich prac dok
torskich oraz intensyfikacja współpracy 
międzynarodowej polskich jednostek 
badawczych (więcej informacji można 
znaleźć na stronie www.fnp.org.pl).

Katarzyna Grubiak z Katedry Che
mii, Technologii i Biotechnologii Żyw
ności Wydziału Chemicznego Poli
techniki Gdańskiej prowadzi badania 
przydatne osobom z nietolerancją lakto
zy. Jej praca badawcza dotyczy zastoso
wania termofilnej (3-galaktozydazy do 
syntezy sacharydów o właściwościach 
prebiotycznych. Enzym wprowadzo
ny do mleka pozwala na otrzymanie 
produktu o obniżonej zawartości lakto
zy, bezpiecznego dla osób cierpiących 
na nietolerancję tego cukru, a nadto 
wzbogacony w galaktooligosacharydy, 
związki o prozdrowotnych, prebio-
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tycznych właściwościach. Prebiotyki są 
substancjami nietrawionymi ani wchła
nianymi w górnej części przewodu po
karmowego, ale mogą być metabolizo
wane przez mikroflorę jelita grubego, 
stymulując tym samym jej namnażanie 
i aktywność. Bakterie te usuwają z or
ganizmu substancje toksyczne, popra
wiają wchłanianie wapnia, magnezu, 
zapobiegają rozwojowi mikroflory 
chorobotwórczej, stymulują odpor
ność organizmu na choroby. Katarzy
na Grubiak otrzymała stypendium 
„InnoDoktorant" przyznane przez 
zarząd województwa pomorskiego ze 
środków Programu Operacyjnego Ka
pitał Ludzki. Rozprawę doktorską pt. 
„Ocena przydatności rekombinantowej 
(3-galaktozydazy z Pyrococcus woesei do 
otrzymywania wybranych sacharydów 
o właściwościach prebiotycznych" dok
torantka przygotowuje pod kierunkiem 
prof. dr hab. Józefa Synowieckiego. W 
badaniach swoich poszukuje nowych 
źródeł enzymów o pożądanych właści
wościach, izoluje, oczyszcza wybrane 
enzymów, oznacza ich aktywność oraz 
bada właściwości enzymów.

Nowoczesną metodę diagnostyki 
nowotworów piersi przy pomocy me
tod termicznych opracowuje doktorant 
Mateusz Moderhak (Fot. 6) z Wydzia
łu Elektroniki, Telekomunikacji i Infor
matyki Politechniki Gdań
skiej. Jest stypendystą, tak 
jak mgr Katarzyna Grubiak, 
pierwszej edycji projektu 
„InnoDoktorant — stypendia 
dla doktorantów", w ramach 
którego zarząd województwa 
pomorskiego przyznał 50 sty
pendiów w wysokości 30 tys. 
zł ze środków Programu Ope
racyjnego Kapitał Ludzki na 
lata 2007-2013. Przy użyciu tej metody 
zmiany mogą zostać zarejestrowane 
kilka lat wcześniej niż jest to możliwe 
przy pomocy standardowych badań. 
Rozwijający się nowotwór buduje sieć 
naczyń krwionośnych w zajętym przez 
siebie obszarze i uintensywnia metabo
lizm w stosunku do tkanek otoczenia. 
Powoduje to zmiany rozkładu tempe
ratury na powierzchni piersi. Rozkład 
ten można zarejestrować przy pomocy 
kamery termograficznej, która rejestru
je te zmiany. Sekwencje termogramów 
poddaje się analizie komputerowej, a 
wynikiem jest seria obrazów parame
trycznych, podobnie jak w badaniach 
rezonansu magnetycznego. Dzięki po

budzeniu tkanki można otrzymać obraz 
zależący od jej wewnętrznej struktury. 
Metoda badawcza jest znana od ponad 
20 lat, ale zmienia się sprzęt, pozwala
jący na wyższą rozdzielczość obrazu i 
poprawę algorytmów analizy obrazów. 
W swojej pracy doktorant posiłkuje się 
nową procedurą, tzw. cyfrową stabiliza
cją. W modelowaniu matematycznym 
przyjmuje się, że ciepło będące efektem 
zwiększonego metabolizmu jest kilka
dziesiąt razy większe od otaczających 
tkanek; powoduje to wzrost temperatu
ry na powierzchni nawet o 2°C, zależnie 
od budowy, głębokości i średnicy guza. 
Doktorant przyznaje, iż metoda staje 
się mniej efektywna w  przypadku głę
boko położonych guzów. Teoretycznie, 
stosując odpowiednio długi czas ochła
dzania, można starać się wykryć głębo
kie zmiany. Praktycznie jest to jednak 
bardzo trudne. Mateusz Moderhak pod 
kierunkiem prof. dr hab. inż. Antoniego 
Nowakowskiego pisze pracę pt. „Ana
liza algorytmów diagnostyki termicznej 
dla mammograf ii". Zakres jego badań 
to obrazowanie 3D, modelowanie ma
tematyczne i symulacje komputerowe, 
fizjologia człowieka, procesy termo- 
regulacji, powstawanie nowotworów, 
akwizycja oraz przetwarzanie danych 
pomiarowych pod kątem analizy pro
cesów przejściowych, aktywna termo- 

grafia dynamiczna i tomografia 
termiczna. Mateusz Moderhak 
aktualnie rozpoczął staż na Uni
wersytecie Laval w  Kanadzie.

Association for Cancer Re
search 50th Anniversary Meet
ing "Hallmarks of Cancer: From 
Mechanisms to Therapies", Ed
inburgh, Scotland. W dniach 
13-15 czerwca 2010 roku odbył 
się rocznicowy zjazd Brytyjskie

go Stowarzyszenia Badań nad Rakiem 
(BACR) (Fot. 7 i 8) z okazji 50-lecia ist
nienia tego Stowarzyszenia. BACR od 
pół wieku skupia naukowców nie tylko 
z Wielkiej Brytanii, ale również całego 
świata, tworząc użyteczną platformę 
wymiany myśli naukowej, dającą moż
liwość prezentowania wyników badań 
i nawiązania współpracy naukowej, ale 
również aktywnie wspierającą finan
sowo młodych naukowców poprzez 
granty konferencyjne czy finansowanie 
badań w ośrodkach naukowych poza 
macierzystą uczelnią lub instytutem. 
Tegoroczny Zjazd był wyjątkowy. Or
ganizatorzy — Komitet BACR — doło
żyli wszelkich starań, aby najważniejsze

Fot. 6. M ateusz Mo
derhak.

sesje poprowadzone były przez najwy
bitniejszych naukowców. W spotkaniu 
udział wzięło ponad 220 osób, wśród 
nich większość uczestników z Wielkiej 
Brytanii, ale również liczni goście ze Sta
nów Zjednoczonych, Szwajcarii i Włoch. 
Nie zabrakło oczywiście uczestników z 
Polski. Rocznicowe spotkanie nie było

Fot. 7. Edynburg  — centrum  m iasta z w idokiem  na 
Calton Hill i Partenon.

tylko podsumowanie 50 lat istnienia 
Stowarzyszenia i jednocześnie półwie
cza badań nad rakiem na Wyspach 
Brytyjskich, ale przede wszystkim było 
zwrotem ku przyszłości. Szczególny ak
cent położono na próbę oceny w jakim 
kierunku powinny zmierzać przyszłe 
badania. Spotkanie zatytułowano tak 
samo jak jeden z najbardziej poczytnych 
artykułów Douga Hanahana i Roberta 
Weiberga (Hallmarks of cancer, Celi, 
2000,100:57-70).

Fot. 8. W ystęp tradycyjnego zespołu szkockiego na 
stadionie rugby  M urrayfield.

Wykład inauguracyjny (Tom Con
nors Lecture) wygłosił prof. David 
(Herbie) Newell (Northern Institute 
for Cancer Research NICR, Newcastle 
upon Tyne). Prof. Newell przypomniał 
uczestnikom największe osiągnięcia 
Toma Connorsa, do których z pewno
ścią należało utworzenie Cancer Re
search UK — jednej z największych 
organizacji charytatywnych na świecie, 
która sponsoruje badania nad rakiem w
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Wielkiej Brytanii. Tom Connors wraz z 
Laszlo Lajtha i Brianem Foxem utworzył 
również Phase l/II Committee, przyczy
niając się tym samym do przyspiesze
nia badań nad nowymi terapiami oraz 
ich powszechniejszemu testowaniu w 
badaniach klinicznych. Tym samym 
Wielka Brytania w ciągu ostatnich 30 lat 
stała się jednym ze światowych liderów 
badań nad nowymi lekami przeciwno- 
wotworowymi.

Ze szczególnym zainteresowaniem 
wysłuchano referatu prof. Alana Ash- 
wortha (The Institut for Cancer Rese
arch, London), który prowadzi badania 
nad inhibitorami polimerazy poli(ADP- 
rybozy) (PARP). Obecnie inhibitory 
PARP przechodzą badania kliniczne 
w kombinacji z innymi chemiotera- 
peutykami, blokując naprawę DNA i 
uwrażliwiając komórki rakowe na jego 
uszkodzenie oraz jako samodzielne che- 
mioterapeutyki stosowane u kobiet z 
rakiem piersi oraz jajników, które są no
sicielkami mutacji w genach BRCA1 i /  
lub BRCA2. Jest to doskonały przykład 
nowego rodzaju terapii tzw. „synthetic 
lethality" (Fong i wsp. N Engl J Med, 
2009, 361: 123-134). Prof. Ashworth za
powiedział, że terapia przeciwnowo- 
tworowa z zastosowaniem inhibitorów 
PARP u nosicielek mutacji BRCA1 i /  
lub BRCA2 w ciągu najbliższych kilku 
lat ma stać się standardową terapią w 
Wielkiej Brytanii.

Prof. Bruce Ponder (dyrektor Cam
bridge Research Institute, Cambridge) 
wygłosił referat na temat nowoczesnych 
badań genetycznych w analizie ryzyka 
zachorowalności na raka, w których 
uwzględnia się jednocześnie setki róż
nych genów i ich allele ryzyka (Genome- 
wide Association Studies, GJYAS) tworząc 
indywidualne profile genetyczne w 
przeciwieństwie do badań prowadzo
nych na mniejszą skalę, w  których ana
lizuje się polimorfizmy kilku genów, a 
ich znaczenie kliniczne jest znikome i 
traci moc statystyczną w dużych popu
lacjach.

Dr Mathew Gamett (Sanger Institu
te, Cambridge) zaprezentował wstępne 
wyniki projektu The Cancer Translation 
Project, w  którym testowane są antyno- 
wotworowe właściwości setek różnych 
terapeutyków oraz substancji mających 
potencjał terapeutyczny na ponad 1000, 
scharakteryzowanych pod kątem pro
filu genetycznego, ludzkich liniach ko

mórek nowotworowych. Wyniki analiz 
będą regularnie publikowane na stronie 
internetowej projektu (www.sanger. 
ac.uk/genetics/ CGP/Translation).

Spośród wielu innych doskonałych 
referatów na szczególną uwagę zasłu
żyły następujące prezentacje: Sygnali
zacja BRAF i RAS w czerniaku (prof. 
Richard Marais, The Institute of Cancer 
Research, London). NRAS jest małym 
białkiem wiążącym GTP, które wystę
puje w formie zmutowanej u ok. 20% 
czerniaków, a jego białko efektorowe 
BRAF jest zmutowane u ok. 50% czer
niaków. Mutacje w  tych onkogenach 
prowadzą do proliferacji komórek ra
kowych. Okrycie roli tej ścieżki sygna
łowej stwarza możliwość opracowania 
leków BRAF selektywnych — będących 
obecnie w  fazie badań przedklinicznych 
(Huang i Marais, Nature, 2009,459:336- 
337); „Nowa endokrynologia nowo
tworów (prof. Michael Poliak, McGill 
University, Montreal, Canada). Badania 
laboratoryjne jak i epidemiologiczne 
wskazują na istotną rolę insuliny i IGF 
w chorobie nowotworowej. Dodatkowo 
kontrowersyjne, ale znaczące badania 
wskazują na większą zachorowalność 
na raka wśród diabetyków leczonych 
insuliną w porównaniu z diabetykami 
leczonymi metforminą. Odkrycia te po
szerzyły dotychczasowy paradygmat 
o roli hormonów w onkologii, torując 
ścieżkę do nowych badań klinicznych z 
udziałem metforminy; Analiza ekspre
sji genów naprawy DNA w raku jajnika 
(Monica Ganzinelli i wsp. Istituto di Ri- 
cerche Farmacologiche „Mario Negri", 
Milano, Italy). Cysplatyna jest jednym 
z najbardziej efektywnych leków w te
rapii raka jajnika (70% pacjentów z cał
kowitą remisją). Niestety, 
ponad połowa wykazuje 
nawrót choroby i rozwi
nięcie oporności na lecze
nie lekami platynowymi.
Poszukiwanie moleku
larnych markerów wraż
liwości/oporności na 
leczenie ma kluczowe 
znaczenie w  planowaniu 
terapii. Autorzy wykaza
li korelaqę między wyso
kim poziomem syntezy 
ERCC1, XPA, FANCC,
XPG i PolEta a wzrostem OS i PFS oraz 
BRCA1 a wzrostem PFS. Polskim ak
centem była prezentacja wyników mgr 
Wojciecha Ciszewskiego (Fot. 9) (Uni
wersytet Łódzki, PAN, Łódź) podczas

sesji posterowej. W. Ciszewski przez 
pół roku realizował projekt badawczy 
w NICR pod opieką prof. Nicoli Cur
tin (projekt finansowany z programu 
Erasmus). Tematem jego badań było 
uwrażliwianie komórek raka piersi (li
nie MCF-7, MDA-MB-231 i T47D) na 
radio- chemioterapię przy użyciu inhi
bitora DNA-PK NU7441. Wojtek wyka
zał, iż DNA-PK jest doskonałym celem 
terapii uwrażliwiającej. Z pewnością 
badania te przyczynią się do rozwoju 
kolejnych inhibitorów tej kinazy i ich 
wprowadzenia do badań klinicznych.

Jako współorganizator konferencji z 
ramienia Komisji BACR, której człon
kiem miał przyjemność być przez 2 lata, 
sesję poświęconą perspektywom karie
ry po doktoracie poprowadził dr To
masz Zaremba z Collegium Medium w 
Bydgoszczy, który wygłosił także refe
rat na podstawie własnego doświadcze
nia w tej dziedzinie. W trakcie tej sesji 
referat wygłosił również dr Gareth Veal 
z NICR, młody, odnoszący sukcesy na
ukowiec. W bardzo wielu kwestiach 
poglądy obu badaczy były zgodne w  
kwestii wyróżnienia elementów istot
nych dla rozwoju kariery naukowej, ta
kich jak 1) mobilność — doświadczenie 
i wiedza zdobyta w różnych zespołach 
badawczych; 2) publikacje — w  wielu 
renomowanych laboratoriach minimal
nym kryterium przyjęcia są 3 publikacje 
pierwszego autorstwa w  dobrych cza
sopismach naukowych; 3) staż po dok
torski w dobrej grupie badawczej. Ka
riera naukowa nie jest oczywiście jedy
ną ścieżką — doświadczenie naukowe 
i wiedza ugruntowane podczas stażu 
post doktorskiego są często przepustką 
do działów R&D największych koncer

nów farmaceutycznych i bio
technologicznych. Również, 
a może szczególnie w  Polsce, 
należy zachęcać młodych na
ukowców do zdobywania 
doświadczenia w  wiodących 
instytucjach naukowych w 
świecie.

Jednym z najbardziej opty
mistycznych i napawających 
ogromną nadzieją na przy
szłość był referat Prof. Richar
da Peto (Clinical Trial Servi

ce and Epidemiological Studies Unit, 
CTSU, University of Oxford). Prof. Peto 
przedstawił dane epidemiologiczne z 
ostatniego półwiecza dotyczące zacho
rowalności i śmiertelności spowodowa
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Fot. 9. Wojciech Ciszewski.
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nej rakiem w populacji brytyjskiej. Na 
przykład, prawdopodobieństwo śmier
ci spowodowanej rakiem przed 70 ro
kiem życia zmalało z 1 na 3 w 1975 roku 
do 1 na 6 obecnie. Ten pozytywny trend 
wystąpił przede wszystkim dzięki dra
stycznemu zmniejszeniu zachorowal
ności na raka płuc (kampania antyni
kotynowa, powszechne zakazy palenia, 
wzrost świadomości społecznej), 7-krot- 
nemu zmniejszeniu zachorowań na 
raka żołądka (przyczyna nieznana) oraz 
zmniejszenie ilości nowotworów gine
kologicznych (dzięki profilaktyce ba
dań przesiewowych). Nastąpił niestety 
wzrost zachorowalności na raka piersi u 
kobiet oraz jelita grubego, ale dzięki lep
szej diagnostyce i postępom leczenia po
cząwszy od lat 90 ogólna śmiertelność w 
obu przypadkach zmalała. Kluczowym 
przesłaniem tego interesującego refera
tu było docenienie wysiłków naukow
ców na całym świecie, którzy od tylu lat 
próbują poznać biologię nowotworów i 
nie ustają w  wysiłkach, aby opracować 
nowe, skuteczne formy terapii. W praw
dzie dotychczas nie było przełomu w 
leczeniu nowotworów, to jednak małe 
sukcesy, które regularnie odnosimy, są 
bardzo jasno widoczne w  danych epide
miologicznych. Urzeczywistnia się tym 
samym prawdopodobna perspektywa, 
że choroba nowotworowa w przyszło
ści będzie formą choroby przewlekłej 
skutecznie kontrolowanej — podobnie 
jak cukrzyca.

Z pewnością ten rocznicowy zjazd 
BACR dla uczczenia półwiecza istnienia 
Stowarzyszenia będzie na długo zapa
miętany przez wszystkich uczestników. 
Udział wielu młodych naukowców daje 
wszystkim ogromne nadzieje na przy
szłość — badania nad rakiem stoją na 
coraz wyższym poziomie, a historia 50 
lat istnienia Stowarzyszenia pokazała, 
jak wiele już udało się osiągnąć, ale rów
nież jak wiele jest jeszcze do zrobienia. 
Oceniając rolę jaką BACR odgrywało i 
wciąż odgrywa w  brytyjskiej nauce na
leży wierzyć, że i w  naszym kraju uda 
się dokonać konsolidacji środowiska 
naukowego zajmującego się badaniami 
nad rakiem, które skutecznie wspierane 
będzie solidnymi funduszami (przygo
tował dr Tomasz Zaremba, Collegium 
Medium, Bydgoszcz, Instytut Curie, Pa
ryż, członek Komitetu organizacyjnego 
Zjazdu BACR).

W dniach 16 i 17 czerwca 2010 r. w  
Heidelbergu odbył się 3rd Polish-Ger-

man Cancer Workshop (Fot. 10), w  ra
mach cyklicznych spotkań naukowych 
współorganizowanych przez Deutsches 
Krebsforschungszentrum (DKFZ) w 
Heidelbergu oraz Centrum Onkologii 
- Instytut im. Marii Skłodowskiej-Cu- 
rie w  Gliwicach. Poprzednie spotkania 
odbyły się 19 czerwca 2008 r. w  He
idelbergu (połączony z 3rd General Me
eting of Alumni DKFZ) 
i 20 listopada 2009 r. w 
Gliwicach (połączony 
z 13* Gliwice Scientific 
Meeting). Tematyka do
tychczasowych spotkań 
dotyczyła Cancer Celi 
Biology ( lst Workshop),
Molecular Epidemiology 
of Cancer oraz Functional 
Genomics in Cancer Re
search (2nd Workshop),
Tumor Celi Biology oraz Radiobiology, Ra- 
diooncology and Radiotlierapy Physics (3rd 
Workshop). W ramach trzech dotych
czasowych spotkań odbyło się ponad 
70 wykładów, które przedstawiali m.in. 
P. Bannasch, P. Boukamp, A. Forsti, U. 
Hamann, K. Hemminki, T. Hofman, 
J. Hoheisel, P. Huber, S. Wiemann, O. 
Wiestler (ze strony niemieckiej) oraz 
M. Chorąży, E. Grzybowska, B. Jarząb, 
J. Kupryjańczyk, B. Maciejewski, J. Rze
szowska, J. Siedlecki, R. Suwiński, K. 
Szyfter, P. Widłak, K. Galwas-Kliber, A. 
Grządziel, J. Rzeszowska- 
Wolny, K. Składowski, R.
Suwiński, D. Ścieglińska,
R. Tarnawski, J. Wydmań- 
ski (ze strony polskiej), a 
łącznie uczestniczyło w 
nich blisko 300 osób. Na
stępne spotkanie z cyklu 
Polish-German Cancer 
Workshop odbędzie się 
w  Gliwicach, 18 listopa
da 2011 r., w połączeniu 
z 15* Gliwice Scientific 
Meeting. Proponowana 
tematyka to Functional Celi Imaging oraz 
Genomics and Proteomics in Discovery and 
Validation of Cancer Markers. Współorga
nizatorzy, Centrum Onkologii i DKFZ, 
zgodnie uznali, że konferencje z cyklu 
Polish-German Cancer Workshop mają 
szansę i powinny stać się miejscem 
spotkań i wymiany informacji między 
badaczami z szerokiej grupy polskich 
i niemieckich instytuqi naukowo-ba
dawczych. Organizatorzy już teraz 
zapraszają do udziału w następnych 
spotkaniach z tego cyklu (na podstawie

relacji prof. Piotra Widłaka oraz Biulety
nu Informacyjnego Centrum Onkologii, 
lipiec-sierpień 2010).

W dniu 23 czerwca 2010 r. uroczy
ście otwarto Laboratorium Geno- 
miki Funkcjonalnej wyposażone w 
sekwenator genomowy zakupiony ze 
środków projektu Śląska BIOFARMA;

otwarcie było połączone z 
seminariami prezentującymi 
możliwości urządzenia fir
my Illumina. Wstęgi przeci
nali prof. Barbara Jarząb (kie
rownik Laboratorium) i prof. 
Janusz Siedlecki, przewodni
czący Rady Naukowej Cen
trum Onkologii (Fot. 11).

Profesor Joanna Polańska 
zaprasza na kurs „Metody 

statystyczne opracowania w yników  
badań medycznych". Kurs przeznaczo
ny jest dla lekarzy realizujących własne 
prace badawcze i chcących doskonalić 
stosowane przez siebie narzędzia staty
styczne. Uczestnik kursu po jego ukoń
czeniu będzie posiadał rozeznanie w  
zakresie istniejącego oprogramowania 
narzędziowego i umiejętność doboru 
metod statystycznych właściwych do 
rozpatrywanego problemu. Powinien 
także samodzielnie przeprowadzić ana
lizę i ocenę uzyskanych wyników. Kurs 

organizowany jest przez Pol- 
sko-Japońską Wyższa Szkoła 
Technik Komputerowych, 
Wydział w Bytomiu, w IV 
kwartale br. Zajęcia obejmują 
30 godzin lekcyjnych (12 go
dzin wykładów i 18 ćwiczeń). 
Więcej informacji i rejestra
cja: Małgorzata Bujak, teł: 32 
3871662 (na podstawie Infor
matora Instytutu Onkologii w 
Gliwicach).

Portal MamSM.pl jest 
pierwszym w Polsce i na świe

cie serwisem, który zawiera symulację 
objawów stwardnienia rozsianego. 
Minął właśnie rok od jego uruchomie
nia. W sieci pojawiła się także anglo
języczna wersja portalu, która odno
towała już ponad 211000 odwiedzin. 
Symulacja pozwalająca poznać stward
nienie rozsiane zdobywa coraz większą 
popularność i szerzy wiedzę o tej cho
robie wśród internautów w Polsce i na 
świecie.

pod redakcją Teresy W esołow skiej

Fot. 10. Polscy uczestnicy Kon
ferencji Polish-G erm an Cancer 
W orkshop.

Foto. 11. W stęgę przecinają 
profesorow ie Barbara Jarząb 
i Janusz Siedlecki.
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Stres oksydacyjny w  przebiegu hemostazy

STRESZCZENIE

Praw id łow a hem ostaza jest stanem  dynam icznej rów now agi pom iędzy procesam i pro- i 
antykoagulacyjnym i, k tóry zależy od oddzia ływ ań  ściany naczynia krw ionośnego, p ły 

tek  krw i oraz czynników  krzepnięcia  krw i i fibrynolizy. Ś ródbłonek  naczynia odgryw a isto t
ną rolę w aktyw acji p ły tek  krw i, k rzepn ięc iu  krw i i fibrynolizie , a także m a w pływ  na skurcz 
i rozkurcz naczynia. Do zaburzonej funkcji śródb łonka  obserw ow anej w  chorobach u k ła 
du  krążenia  dochodzi pod w pływ em  reaktyw nych form  tlen u  i azotu (RFT i RFA), p rzede 
w szystk im  nad tlenoazotynu , k tóry  pow staje  w  szybkiej reakcji tlen k u  azotu z an ionorodni- 
k iem  ponadtlenkow ym . RFT i RFA pow odują  zm iany w struk tu rze  i funkcji w ielu  cząste
czek uczestniczących w  hem ostazie. U tlen ien iu  u legają  p rzede w szystk im  b ia łka  i lip id y  ko 
m órek śródb łonka, p ły tek  krw i oraz osocza. Z m iany oksydacyjne w  białkach  kom órkow ych, 
spow odow ane przez reak tyw ne form y tleny  i azotu, w  tym  przez nad tlenoazo tyn  obejm ują: 
n itrow an ie  reszt am inokw asów  arom atycznych, u tlen ian ie  g rup  tiolow ych i p rzekształca 
n ie n iektórych reszt am inokw asow ych w pochodne karbonylow e. O ksydacyjne m odyfikacje 
b ia łek  p ły tek  krw i m ogą pow odow ać zm ianę ich stru k tu ry  i fu nkcji hem ostatycznych, tj. 
aktyw acji. N adtlenoazotyn rów nież  pow oduje  u tlen ien ie  i n itrow an ie  fib rynogenu  — k lu 
czow ego b iałka  w  procesie krzepnięcia  krw i oraz p lazm inogenu  — głów nego b ia łka  fibry
nolizy  ham ując ich funkcje  hem ostatyczne. Zm iany patofizjologiczne naczynia w yw ołane 
przez  nadtlenoazotyn  są spow odow ane uszkodzen iem  g likokaliksu  i kom órek  śródbłonka, 
zaham ow aniem  syntezy prostacykliny  i tlen k u  azotu w  śródb łonku . O ksydacyjnę/n itracyjne 
m odyfikacje poszczególnych kom ponen tów  hem ostazy zaobserw ow ano w w ielu  schorze
niach u k ład u  krążenia.

WPROWADZENIE

Hemostaza jest jednym  z wielu znanych systemów zapewniających stałe w a 
runki wewnętrznego środowiska organizm u człowieka, tj. homeostazy. W edług 
powszechnie akceptowanej definicji hemostaza to zespół m echanizmów zapo
biegających w ypływowi krwi z naczyń krwionośnych (zarówno w w arunkach 
prawidłowych, jak i w przypadkach ich uszkodzeń), a także zapewniających jej 
płynność i przepływ w układzie krwionośnym. W złożonym procesie hem osta
zy uczestniczą: ściana naczyń krwionośnych (głównie intima), płytki krwi, układ 
krzepnięcia (fibrynogen, czynniki i inhibitory krzepnięcia), układ fibrynolizy 
(plazminogen, aktywatory i inhibitory fibrynolizy) oraz układ fagocytarny. Pra
w idłow ą (fizjologiczną) hemostazę obrazuje się jako stan dynamicznej rów no
wagi pomiędzy procesami pro- i antykoagulacyjnymi (Ryc. 1). Procesy proko- 
agulacyjne obejmują wszystkie mechanizmy prowadzące do tworzenia czopu 
hemostatycznego, którego funkcją jest ham owanie krwawienia, natomiast pro 
cesy antykoagulacyjne, poprzez m echanizmy hamujące tworzenie i ograniczają
ce nadm ierny wzrost czopu hemostatycznego zapewniają zachowanie płynności 
krwi w łożysku naczyniowym. Zachwianie równowagi m iędzy procesami pro- i 
antykoagulacyjnymi prow adzi do krw aw ień lub zakrzepów. Zakrzepem  (skrze-

pliną) określamy 
czop hemostatycz- 
ny, który rozw i
nął się w  naczyniu 
krwionośnym  w 
sposób niedosta
tecznie kontrolow a
ny lub w niewłaści
w ym  miejscu.

W stanach pato 
logicznych zw iąza
nych z ostrym  lub 
przewlekłym  zapa
leniem (np. zespół 
rozsianego krzep-

Paweł Nowak 

Beata Olas 

Barbara Wachowicz

K atedra Biochemii Ogólnej, U niw ersytet Łódz
ki, Łódź

a Katedra Biochemii Ogólnej, Uniw ersytet 
Łódzki, ul. Banacha 12/16, 90-237 Łódź; te l./ 
faks: (42) 635 44 84, e-mail: pnowak@ biol.uni. 
lodz.pl

Artykuł otrzym ano 24 lutego 2010 r.
A rtykuł zaakceptow ano 21 marca 2010 r.

Słow a kluczow e: reaktyw ne formy tlenu i azo
tu, nadtlenoazotyn, stres oksydacyjny, hem o
staza, płytki krw i

W ykaz skrótów : NOS — syntaza tlenku azo
tu; RFA — reaktyw ne form y azotu; RFT — re
aktyw ne form y tlenu; PGI2 — prostacyklina; 
TXA2 — trom boksan A2; t-PA — aktyw ator 
plazm inogenu typu tkankowego; u-PA — ak
tyw ator plazm inogenu typu urokinazowego; 
MMPs — m etaloproteazy macierzy zew nątrz- 
komórkowej

Postępy Biochemii 56 (3) 2010 239

Rycina 1. Praw idłow a hem ostaza jako stan dynam icznej rów now agi pom ię
dzy procesam i pro- i antykoagulacyjnymi.
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nięcia śródnaczyniowego, ostra niewydolność oddechowa, 
choroba niedokrwienna serca, m iażdżycowe niedokrwienie 
kończyn dolnych, cukrzyca typu 2), niedotlenieniem i na
stępującą po tym reperfuzją tkanek, a także w chorobach 
nowotworowych, częstym zjawiskiem są powikłania za- 
krzepowo-zatorowe, stanowiące główną przyczynę zgo
nów  [1,2]. Dokładny m echanizm pojawiającej się zakrzepicy 
u osób chorych nie jest w pełni poznany. Jedną z przyczyn 
zachwiania subtelnej równowagi pom iędzy procesami pro- 
i przeciwzakrzepowym i może być stres oksydacyjny towa
rzyszący tym chorobom. W wielu pracach wykazano, że 
powstające w stresie oksydacyjnym reaktywne formy tlenu 
i azotu (RFT i RFA) modyfikują funkcję wszystkich elemen
tów układu hemostazy, tj. płytek krwi, komórek śródbłonka 
naczyń krwionośnych, osoczowych białek układu krzepnię
cia i fibrynolizy [3-12],

NADTLENOAZOTYN A UKŁAD 
KRZEPNIĘCIA KRWI I FIBRYNOLIZY

Jednym  z głównych czynników stresu oksydacyjnego 
powstających w układzie krążenia jest nadtlenoazotyn. Do 
tw orzenia nadtlenoazotynu dochodzi w  wyniku szybkiej 
reakcji pom iędzy anionorodnikiem  ponadtlenkow ym  (O,’“) 
a tlenkiem azotu (NO'), in vivo głównie w pobliżu komórek 
generujących jednocześnie duże ilości tych rodników (ko
mórki śródbłonka, aktywowane m akrofagi/m onocyty, neu- 
trofile) [3,13]. Czas półtrwania nadtlenoazotynu w w arun 
kach biologicznych jest rzędu kilku milisekund, wystarcza
jąco jednak długi do jego przemieszczania się na odległość 
5-20 jim poprzez struktury komórkowe. W białkach może 
indukow ać nitrowanie reszt tyrozynowych, a także tworze
nie dityrozyny i grup karbonylowych, co z reguły prowadzi 
do zm ian w ich funkcji biologicznej [14]. W w arunkach fi
zjologicznych ważną reakcją nadtlenoazotynu jest reakcja z 
dw utlenkiem  węgla (ze w zględu na wysokie stężenie C 0 2 
zarów no w osoczu, jak i cytoplazmie komórek). Prowadzi 
ona do wytworzenia nietrwałego adduktu  — nitrozonad- 
tlenowęglanu (0 = N -0 0 C 0 , ), który łatwo ulega rozpado
wi do rodników  CCĘ‘“i N 0 2‘ [15]. W wyniku ich działania 
dochodzi do zwiększonego powstawania rodnika tyrozy- 
lowego, który na skutek reakcji z N O ,' jest przekształcany 
do 3-nitrotyrozyny lub ulega dimeryzacji do dityrozyny. 
Wielu autorów  uważa, że obecność znitrowanych białek w 
organizmie jest skutkiem działania głównie nadtlenoazoty
nu, choć do powstawania 3-nitrotyrozyny może dochodzić 
również w innych reakcjach [16].

W osoczu osób zdrow ych zawartość 3-nitrotyrozyny w 
białkach jest stosunkowo niska (<0,1 n m o l/m g  białka), ale 
znacząco wzrasta np. u palaczy czy w przebiegu wielu cho
rób związanych z ostrym lub przewlekłym stanem zapal
nym  (posocznica, zespół ostrej niewydolności oddechowej, 
choroba niedokrwienna serca, chroniczna niewydolność 
nerek, reum atoidalne zapalenie stawów, cukrzyca, nowo
tw ory płuc) [16]. Stwierdzono, że spośród białek osocza w 
w arunkach in vivo nitrowaniu ulegają między innymi fibry- 
nogen i plazminogen, dw a podstaw ow e białka uczestniczą

ce w  procesie koagulacji i fibrynolizy [9]. Ponadto w czą
steczce fibrynogenu w arunkach in vivo dochodzi również 
do tworzenia grup karbonylowych, co może świadczyć o 

dużej podatności tego białka na stres oksydacyjny [17].
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Fibrynogen odgrywa główną rolę w układzie hemostazy. 
Uczestniczy w procesie agregacji płytek krwi (jako białko po
mostowe przyłączające się do integryny a llbP3) oraz tworzy 
nierozpuszczalną sieć włóknika stanowiącą zasadniczy zrąb 
czopu hemostatycznego. Fibrynogen jest heteroheksamerem 
stabilizowanym wiązaniami disiarczkowymi, złożonym z 
dwóch zestawów trzech nieidentycznych łańcuchów Aa, Bp 
i y. Cząsteczka fibrynogenu ma wydłużony kształt i składa 
się z pięciu domen. Centralnej domeny E połączonej z dw o
ma terminalnymi domenami D poprzez odcinki spiralnie 
skręconych a-helis trzech łańcuchów polipeptydowych oraz 
dwóch domen aC  stanowiących C-koniec łańcuchów Aa 
[18]. Ekspozycja fibrynogenu na działanie nadtlenoazotynu 
w warunkach in vitro powoduje powstawanie 3-nitrotyrozy
ny i wzrost poziomu grup karbonylowych w łańcuchach Aa 
i Bp oraz tworzenie dityrozyny mostkującej dom eny aC  [12]. 
Zmiany strukturalne w cząsteczce fibrynogenu wywołane 
przez nadtlenoazotyn osłabiają oddziaływanie fibrynogenu z 
płytkami krwi, zaburzają proces polimeryzacji oraz strukturę 
tworzonego przez trombinę włóknika, a także są przyczyną 
mniejszej wrażliwości tego białka na proteolityczne działanie 
plazminy [5,6,12]. Obecność zmiataczy nadtlenoazotynu — 
kwasu moczowego lub (-)-epikatechiny, chroni cząsteczkę fi
brynogenu przed tworzeniem dityrozyny i 3-nitrotyrozyny i 
przywraca w pełni właściwości polimeryzacyjne tego białka. 
Szczególnie interesujące wydają się być wyniki badań z uży
ciem (-)-epikatechiny jako antyoksydanta. Związek ten znany 
jest bowiem jako czynnik chroniący białka przed nitrującym, 
ale nie przed oksydacyjnym działaniem nadtlenoazotynu. 
Ochrona zdolności polimeryzacyjnych fibrynogenu przez ten 
związek może oznaczać, że modyfikacje reszt tyrozynowych 
w fibrynogenie przez nadtlenoazotyn są główną przyczyną 
obserwowanych funkcjonalnych zaburzeń tego białka [12].

Fibrynogen jest białkiem ostrej fazy. Jego synteza i stę
żenie w osoczu może wzrosnąć 2-3 krotnie w odpow iedzi 
na stan zapalny. Badania epidemiologiczne wykazały, że 
podw yższony poziom fibrynogenu we krwi zwiększa ry
zyko wystąpienia choroby niedokrwiennej serca, zawału 
serca i niedokrwiennego udaru  mózgu. Sugeruje się, że w 
stanach zapalnych, gdy generowanie reaktyw nych form tle
nu i azotu gwałtownie wzrasta, fibrynogen staje się głów 
nym  obiektem ich ataku, dzięki czemu chroni inne białka 
i lipidy osocza przed utlenianiem [19]. Wyniki niedaw no 
opublikowanych badań wskazują, że podw yższony poziom 
znitrowanej formy fibrynogenu w osoczu pacjentów z cho
robą niedokrwienną serca jest czynnikiem ryzyka w ystą
pienia zakrzepicy. Szybkość polimeryzacji zarów no osocza 
pacjentów, jak i wyizolowanego z ich osocza fibrynogenu, 
ulega zwiększeniu, a powstały włóknik charakteryzuje się 
patologiczną, sztywną strukturą, oporną na działanie pla
zminy. Przyczyną zmian właściwości koagulacyjnych fibry
nogenu jest nitrowanie jednej z dw óch tyrozyn obecnych w 
C-końcu łańcucha Bp fibrynogenu. A utorzy pracy sugerują, 
że już jedna cząsteczka tak zm odyfikowanego fibrynogenu 
na 200 innych zaburza proces polimeryzacji i p row adzi do 
patologicznej architektury włóknika [20].

Układ fibrynolityczny odgryw a istotną rolę w utrzym a
niu hemostazy nie tylko bezpośrednio poprzez rozpuszcza
nie skrzepliny, ale jest również zaangażow any pośrednio,
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poprzez aktywację metaloproteaz w wiele innych proce
sów: w przebudow ę tkanek, angiogenezę i gojenie ran. 
Uczestniczy również w procesach patologicznych, m.in. 
w patogenezie niedokrwienia mięśnia sercowego, pow sta
waniu tętniaków, progresji zm ian now otworowych i m iaż
dżycy. Układ fibrynolizy składa się z czterech elementów: 
plazminogenu, aktyw atorów  plazminogenu: tkankowego i 
urokinazowego (tPA i uPA) przekształcających plazmino- 
gen w aktywny enzym  — plazminę, inhibitorów aktyw ato
ra plazm inogenu (PAI-1, PAI-2) oraz inhibitorów aktywnej 
plazminy, m.in. a 2-antyplazm iny (a2-AP). Ham owanie ak
tywności fibrynolitycznej zachodzić może na drodze ham o
wania aktywacji plazm inogenu do plazminy, głównie przy 
udziale PAI-1 lub poprzez obniżenie enzymatycznej aktyw 
ności plazminy, w  obecności a 2-AP. Kluczowym białkiem 
fibrynolizy jest plazm inogen — proenzym, który w wyniku 
proteolizy wiązania Arg-hl-VaL 2 jest przekształcany do pla
zminy, dwułańcuchowej proteazy serynowej, której łańcuch 
ciężki zawiera 5 dom en kringlowych, a w łańcuchu lekkim 
której znajduje się centrum  katalityczne enzymu. Regulacja 
fibrynolizy zachodzi przy udziale aktywatorów oraz inhibi
torów plazm inogenu, które mogą hamować etap aktywacji 
plazminogenu lub samą plazminę. Stężenie aktywatorów w 
osoczu jest niższe aniżeli głównego inhibitora PAI-1, który 
posiada zdolność ham ow ania tPA.

Nadtlenoazotyn może wpływać na białka związane z fi- 
brynolizą w bardzo szerokim zakresie. W warunkach in vitro 
ONOO hamuje zarówno proces aktywacji plazminogenu 
do plazminy, jak i aktywność amidolityczną i proteolitycz
ną samej plazminy. Spadkowi aktywności generowanej pla
zminy towarzyszy wzrost nitrowania reszt tyrozynowych w 
cząsteczce plazminogenu [10,11]. Wykazano także wysoką 
podatność plazminogenu na działanie nadtlenoazotynu w 
osoczu [7], Na podstawie obserwowanego hamującego w pły
wu nadtlenoazotynu na aktywność tkankowego aktywatora 
plazminogenu (t-PA), Nielsen i wsp. [8] sugerują istnienie 
związku między nitrowaniem reszt tyrozyny na skutek dzia
łania ONOO , a obniżeniem aktywności t-PA.

Potencjalnym  celem dla działania nadtlenoazotynu  
m ogą być rów nież współdziałające z układem  fibrynoli- 
tycznym  m etalopro teazy  macierzy zew nątrzkom órkow ej 
(MMPs, ang. matrix metalloproteinases). W ykorzystanie izo
low anych serc szczurów  jako m odelu  stanu n iedokrw ie
nia i reperfuzji umożliwiło wykazanie, że uszkodzenia ko
mórek serca indukow ane nadtlenoazotynem  zachodzą przy 
udziale m etaloproteazy macierzy zewnątrzkomórkowej 
MMP-2. W prow adzenie ONOO do krążenia wieńcowego 
powoduje w zrost uwalniania i aktywności MMP-2 [21]. Po
nadto wykazano, że ONOO" hamuje także tkankowy inhi
bitor m etaloproteazy 1 (TIMP-1, ang. tissue inhibitor of me
talloproteinases), który jest inhibitorem zależnej od plazminy 
MMP-1 [22], N adtlenoazotyn może modyfikować strukturę 
i funkcje białek nie tylko poprzez tworzenie nitrotyrozyny. 
Okam oto i wsp. [23] zaobserwowali indukow aną nadtleno
azotynem aktywację proMMPs zależną od glutationu. N ad 
tlenoazotyn silnie aktywuje oczyszczone metaloproteazy 
człowieka: MMP-1, MMP-8 i MMP-9 w obecności glutatio
nu. Rolę w aktywacji m etaloproteaz w  tym  układzie przypi
suje się S-nitrozoglutationowi (GSNO.,) powstającemu w re
akcji zredukowanej formy glutationu (GSH) z nadtlenoazo-
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tynem. Zarówno syntetyczny GSNO,, jak i generowany w 
reakcji z ONOO", powodują S-glutationylację syntetyczne
go peptydu PCRGVPD, który jest sekwencją zachowanego 
w ewolucji fragmentu dom eny w MMPs odpowiedzialnej 
za autoham owanie, co wskazuje na możliwość modyfikacji 
aktywności m etaloproteaz na skutek działania ONOO .

STRES OKSYDACYJNY A PŁYTKI KRWI

W przebiegu prawidłowej hemostazy istotną rolę odgry 
wają też płytki krwi. Uczestniczą w hemostazie pierwotnej 
polegającej na tworzeniu płytkowego czopu hemostatycz- 
nego oraz biorą udział w tzw. hemostazie wtórnej, uczestni
cząc w  aktywacji osoczowych czynników krzepnięcia krwi 
prowadzącej do w ytwarzania trombiny. Płytki krwi biorą 
także udział w  innych procesach fizjologicznych i patolo
gicznych, m.in. w stanach zapalnych, zmianach m iażdży
cowych ściany naczynia, metastazie komórek now otw oro
wych czy gojeniu ran.

Płytki krwi są najmniejszymi, bezjądrzastymi elem enta
mi morfotycznymi krwi (średnica 2-4 pm). Powstają z me- 
gakariocytów w szpiku kostnym i częściowo w płucach. 
Proliferację i różnicowanie komórek prekursorowych szere
gu płytkotwórczego oraz dojrzewanie megakariocytów aż 
do wytworzenia płytek krwi regulują cytokiny (interleukina 
3 i 11), a przede wszystkim trombopoetyna. Czas życia nie 
uczestniczących w procesie hemostazy płytek krwi w krąże
niu wynosi od 8-12 dni; ulegają one fagocytozie (głównie w 
śledzionie). Płytka krwi jest otoczona błoną plazmatyczną, 
w  której zlokalizowane są liczne receptory, sprzężone z en
zymatycznymi systemami przekazywania informacji.

Aby płytki krwi mogły pełnić swe funkcje hemostatycz- 
ne, muszą ulec aktywacji. Aktywację płytek krwi indukują 
liczne i różnorodne pod względem budow y związki (ago- 
niści) poprzez przyłączenie do specyficznych receptorów 
obecnych na powierzchni płytek krwi i najczęściej sprzężo
nych z heterotrimerycznymi białkami G. Agonistami wcho
dzącymi w oddziaływania z takimi receptorami są m.in.: 
trombina, trom boksan A2 (TXA2), ADP, adrenalina, płytko
wy czynnik aktywujący (PAF; ang. platelet activating factor) i 
wazopresyna. Trombina ma trzy różne receptory: dw a typu 
PAR (ang. proteolytically activated receptor) i glikoproteinę 
GPIb w kompleksie (GPIb/IX/V), natomiast ADP rozpo
znaw any jest przez płytkę za pomocą trzech purynoergicz- 
nych receptorów: P2Yir P2Y u i P2X1 [24], Rozmiar aktywacji 
płytek krwi zależy od rodzaju działającego agonisty.

W procesie aktywacji płytek dochodzi do zmiany kształtu z 
dyskoidalnego na sferyczny, a następnie do wytwarzania filo- 
podiów i lamellipodiów, których tworzenie jest uwarunkowa
ne reorganizacją cytoszkieletu płytek możliwą dzięki wzrosto
wi wewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia i metaboli
zmowi fosfatydyloinozytoli. Aktywacja płytek krwi prowadzi 
do wydzielania związków zmagazynowanych w licznych 
specyficznych ziamistościach płytek. Agregaqa płytek krwi 
następuje w wyniku przekazywania sygnałów typu „inside 
out" i prowadzi do aktywacji i zmiany konformacji bardzo 
licznych receptorów integrynowych a ][bP3na powierzchni pły
tek umożliwiając przyłączenie do nich dimerów fibrynogenu i 
tworzenia agregatów płytkowych. Ponadto, aktywacji płytek
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krwi towarzyszy odszczepienie od powierzchni płytek mikro- 
pęcherzyków, które obdarzone są właściwościami prokoagu- 
lacyjnymi oraz ekspozycja ujemnie naładowanych fosfolipi
dów — fosfatydyloseryny, co umożliwia płytkom krwi udział 
w procesie krzepnięcia krwi. Dochodzi również do ekspozycji 
na powierzchni płytek krwi selektyny P pochodzącej z błon 
ziarnistości alfa oraz białka CD40L.

Podczas aktywacji płytek krwi dochodzi do inicjowania 
dwóch wzajemnie ze sobą powiązanych kaskad przekazywa
nia sygnału. Pierwsza inicjowana jest przez hydrolizę fosfoli
pidów błony zachodzącą pod wpływem fosfolipazy C (PLC). 
Większość agonistów aktywuje izoformę (3 PLC. W wyniku 
działania PLC powstają dwa wtórne przekaźniki informacji: 
diacyloglicerol (DAG) i inozytolotrisfosforan (Ins(l,4,5)P3) ak
tywujący białkową kinazę C — kluczowy enzym w aktywacji 
płytek. Z przemianą fosfolipidów płytkowych związana jest 
też przemiana arachidonianu i synteza eikozanoidów z wy
tworzeniem tromboksanu A, potęgującego aktywację. Dru
ga kaskada reakcji przekazywania sygnału w pobudzonych 
płytkach jest inicjowana przez przyłączenie niereceptorowych 
kinaz tyrozynowych do specyficznych receptorów białek ad- 
hezyjnych prowadząc do aktywacji kinaz tyrozynowych [25].

REAKTYWNE FORMY TLENU I 
AZOTU W PŁYTKACH KRWI

Reaktywne formy tlenu czy azotu w płytkach krwi po
wstają w  toku ich fizjologicznego metabolizmu: z udziałem 
oksydaz błonowych, syntazy N O ', przemiany kwasu ara- 
chidonowego, metabolizmu fosfatydyloinozytolu i cyklu 
glutationowego [27-33], Płytki krwi mogą także wytwarzać 
dodatkowe ilości RFT/RFA w stanach patologicznych (m.in. 
w stanach zapalnych) i pod wpływem różnorodnych egzo
gennych czynników: składników diety, jonów metali cięż
kich, leków i w czasie wysiłku fizycznego. Przy zmniejsze
niu skuteczności układów antyoksydacyjnych, nadm iar RFT 
czy RFA wywołuje stres oksydacyjny, prowadząc do zmian 
funkcji hemostatycznych płytek krwi. Różne tarcze działania 
RFT i RFA w płytkach krwi przedstawiono na rycinie 2.

Jednym z ważniejszych enzymów zaangażowanych w 
wytwarzanie RFT w różnych komórkach, w tym w płytkach 
krwi jest przypuszczalnie oksydaza NAD(P)H (EC 1.6.2.4), 
katalizująca powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego 
w wyniku transferu elektronów z NADPH na tlen cząstecz
kowy. Jednak do tej pory, nie udało się wyizolować oksydazy 
NAD(P)H z płytek krwi, i wyniki badań dotyczące udziału 
oksydazy w wytwarzaniu anionorodnika ponadtlenkowego 
są często kontrowersyjne. Badania Salvemini i wsp. [34] w y
kazały, że zastosowanie difenylenojodoniny, niespecyficzne
go inhibitora oksydazy NAD(P)H powoduje zahamowanie 
agregacji płytek krwi stymulowanej trombiną, ADP czy ko
lagenem. Finazzi-Agro i wsp. [35] natomiast stwierdzili, że 
w  płytkach krwi obecna jest oksydaza NAD(P)H z NADPH 
jako kofaktorem. Marcus i wsp. [26] stosując metodę kolory
metryczną opierającą się na redukcji cytochromu c stwier
dzili, że płytki krwi wytwarzają Oy*. Późniejsze badania 
[36] wykazały, że aktywacja płytek krwi jest powiązana z 
wytwarzaniem  Oy* podczas metabolizmu arachidonianu na 
drodze zależnej od 12-lipoksygenazy (EC 1.13.11.12) i cyklo- 
oksygenazy (EC 1.14.99.1) oraz przemiany glutationu [36].
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Rycina 2. Tarcze działania RFT i RFA w pły tkach krwi.

Źródłem rodnika hydroksylowego z kolei może być przem ia
na prostaglandyn [37], W płytkach krwi powstaje też nadtle
nek wodoru, co wykazano metodą fluorescencji przy użyciu 
m.in. 2,7-dichlorodihydrofluoresceiny. H 20 2 powstający w 
stymulowanych trombiną płytkach krwi jest przekształcany 
do bardzo reaktywnego rodnika 'OH, który może spełniać 
rolę w tórnego przekaźnika informacji i indukować sygnał do 
wytwarzania agregatów płytkowych [38]. Signorello i wsp. 
[39] stwierdzili, że kwas arachidonowy jako wtórny przekaź
nik moduluje aktywność niektórych płytkowych enzymów 
uczestniczących w  wytwarzaniu RFT czy RFA, m. in. arachi- 
donian może aktywować oksydazę NAD(P)H, a tym samym 
tworzenie anionorodnika ponadtlenkowego oraz może też 
hamować aktywność syntazy tlenku azotu.

RFT czy RFA w stężeniu fizjologicznym mogą odgrywać 
w ażną rolę w praw idłow ym  funkcjonowaniu płytek krwi 
regulując proces ich aktywacji. Aktywacja płytek krwi in
dukow ana kolagenem (w przeciwieństwie do ADP) jest po
w iązana z w ytw arzaniem  nadtlenku w odoru, funkcjonują
cego jako w tórny przekaźnik, który stym uluje metabolizm 
kwasu arachidonowego i aktywuje fosfolipazę C [40,41]. 
Mechanizm aktywacji fosfolipazy C przez H.,0., nie jest jesz
cze w pełni wyjaśniony. H nOn odgryw a też istotną rolę w ak
tywacji kinaz tyrozynowych, dzięki czemu pośrednio może 
wpływać na aktywność fosfolipazy C, gdyż katalaza ham u
je uwalnianie kwasu arachidonowego z fosfolipidów błony 
płytkowej, a tym sam ym  syntezę eikozanoidów czy prze
mianę fosfoinozytoli. W ykazano także, że aktywacja płytek 
indukow ana wysokim stężeniem kolagenu jest ham ow ana 
w obecności różnych antyoksydantów  (m.in. w itam iny E), 
co wskazuje, że H.,0., i inne reaktyw ne formy tlenu mogą 
uczestniczyć w aktywacji płytek krwi wywołanej kolage
nem  [40-42]. Istnieją również doniesienia, że RFT czy RFA 
powstają w  płytkach krwi aktyw ow anych trom biną [28,43],

W płytkach krwi bezpośrednio pod w pływ em  wolnych 
rodników kwas arachidonowy w budow any estrowo do 
fosfolipidów błony komórkowej może ulegać utlenieniu. W 
w yniku tego nieenzymatycznego utleniania mogą pow sta
wać liczne izoprostany — izomery prostaglandyn, które po
wodują m.in. wzrost adhezji płytek krwi.

RFT są także silnymi aktyw atoram i kinazy JNK, hamując 
jej inhibitory, w  tym m.in. S-transferazę glutationow ą czy
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fosfatazę JNK. Fosfataza SHP-1 przeciwdziała aktywności 
oksydazy NADPH poprzez ham ow anie kinazy 3-fosfaty- 
dyloinozytolowej i białka Racl, ponieważ ostatnim etapem 
aktywacji oksydazy NADPH jest przyłączenie się do u tw o
rzonego kom pleksu zaktywowanego białka Racl (w kaska
dzie sygnalizacji wewnątrzkom órkowej, zależnej od kinazy 
3-fosfatydyloinozytolowej), która bezpośrednio aktywuje 
oksydazę NADPH do wytw arzania anionorodnika ponad- 
tlenkowego. Działanie fosfatazy SHP-1 stanowi zatem sys
tem obronny przed uszkodzeniam i spow odow anym i dzia
łaniem anionorodnika ponadtlenkowego.

NO" powstaje w  cytosolu płytek krwi w ilościach -100 
fmol N O */(m g białka płytek*min), tzn. -1  pg NO* / (mg 
białka płytekxmin). Szybkość pow staw ania N O ’ wynosi 
ok. 4-7 p m o l/(m in x l0 8 płytek) w niepobudzonych płyt
kach krwi i w zrasta do ok. 11-21 p m ol/ (min*108 płytek) po 
aktyw ow aniu kolagenem  [30,44,45], Płytki krwi posiadają 
dwie izoformy syntazy NO* (NOS; ang. nitric oxide syntha
se; EC 1.14.13.39): konstytutyw ną i indukowalną, pocho
dzące z megakariocytów — macierzystych komórek płytek 
krwi. K onstytutyw na jest zależna od jonów Ca2+ i NAD(P) 
H. Pobudzenie Meg-01 przez cytokiny IL-1 (3 i TNF-a pro
w adzi do ekspresji indukowalnej formy, Ca2+ niezależnej. 
Ta aktywność w zrasta po dodaniu NAD(P)H i tetrahydro- 
biopteryny jako kofaktora. Uwalnianie N O ’ przez płytki 
krwi przypuszczalnie pełni rolę w mechanizmie ujemnego 
sprzężenia zw rotnego ochrony przed ich dalszą aktywacją 
[46]. Sugeruje się, że w płytkach krwi obecny jest mRNA dla 
konstytutywnej syntazy tlenku azotu (eNOS) [47],

Tlenek azotu jako wolny rodnik posiadający jeden elek
tron niesparowany, reaguje z białkami, zwłaszcza zawie
rającymi centra żelazowo-siarkowe, jony metali przejścio
wych lub grupy hemowe, w tym z cyklazą guanylanową 
[4,48]. Tlenek azotu w płytkach krwi bierze udział w prze
kazywaniu sygnałów i aktywacji płytek dzięki zdolności 
do w iązania i aktywacji rozpuszczalnej w cytosolu cykla- 
zy guanylanowej (ang. soluble guanylate cyclase; EC 4.6.1.1). 
NO* aktywując płytkow ą cyklazę guanylanową powoduje 
w zrost w ew nątrzkom órkow ego stężenia cGMP. Ten w tór
ny przekaźnik stym uluje białkową kinazę G (zależną od 
cGMP) [47,49], przy udziale której dochodzi do fosforylacji 
reszty seryny w pozycji 239 w białku VASP (ang. vasodilator 
-  stimulated phosphoprotein) oraz fosforylacji receptora dla 
TXA2. Fosforylacja białka VASP jest skorelowana z ham ow a
niem uw alniania jonów w apnia do cytosolu. Tlenek azotu 
obniżając stężenie jonów w apnia prow adzi do zaham ow a
nia różnych etapów  aktywacji płytek krwi, m.in. tworzenia 
agregatów  płytkow ych czy adhezji płytek do kolagenu. Do
kładny m echanizm  odpow iedzialny za hamujące działanie 
NO* w płytkach krwi nie jest całkowicie jasny. Najnowsze 
dane sugerują, że N O ’ może hamować funkcje płytek krwi 
poprzez oddziaływ anie z grupam i holowymi w centrum 
aktyw nym  białkowej izomerazy disulfidowej (PDI, ang. pro
tein disulfide isomerase; EC 5.3.4.1). Tworzenie S-nitrozotioli 
w miejscu aktyw nym  PDI może prowadzić do inaktywacji 
izomerazy i — w konsekwencji — w pływ a na m odulowanie 
funkcji hem ostatycznych płytek krwi. Z kolei powstawanie
S-nitrozotioli w  integrynie a [[b(33 niezbędnej do tworzenia 
agregatów płytkowych może hamować reakcje wym iany 
tio l/d isu lfid  zachodzące w tym receptorze [50].
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Tlenek azotu może również reagować z anionorodnikem  
ponadtlenkow ym  w płytkach krwi tworząc nadtlenoazo
tyn. Płytka krwi generuje bardzo małe ilości nadtlenoazoty- 
nu z uwagi na niskie stężenie endogennego anionorodnika 
ponadtlenkowego i tlenku azotu [30,51]. W pływ ONOO po
wstającego w układzie krążenia na właściwości biologiczne 
płytek krwi nie jest w pełni poznany, a nieliczne doniesienia 
są często kontrowersyjne [4,6,33,52-54], Egzogenny ONOO-, 
w zależności od stężenia, może zarówno aktywować, jak i 
hamować właściwości hemostatyczne płytek krwi [4,52]. 
Stwierdzono, że w w arunkach in vitro ONOO' aktywuje 
płytki kwi, ale obecność osocza całkowicie znosi ten efekt 
[4,52-54]. W układzie m odelowym  in vitro ONOO" może też 
hamować różne etapy aktywacji płytek krwi, m.in.: adhezję 
płytek do kolagenu i fibrynogenu [53], agregację [6] i sekre- 
cję nukleotydów  adeninowych i białek [54],

Tarczą działania O N O O 'w  płytkach krwi są lipidy i biał
ka, w tym grupy tiolowe białek oraz tiole niskocząsteczko- 
we. Nadtlenoazotyn obniża poziom zredukow anych form 
glutationu, cysteiny i cysteinyloglicyny [55]. Obniżenie stę
żenia tioli, w  tym glutationu może być niekorzystnym zjawi
skiem, gdyż glutation jest głównym antyoksydantem  chro
niącym komórki przed stresem oksydacyjnym. Glutation 
reguluje metabolizm kwasu arachidonowego, który tow a
rzyszy aktywacji płytek krwi. Egzogenny GSH może p o d 
nosić wydajność reakcji syntezy NO* katalizowanej przez 
syntazę tlenku azotu. ONOO" nie tylko powoduje utlenia
nie płytkowych tioli, ale także może powodować nitrozację 
czy nitrowanie. O N O O ' (w wysokich dawkach) indukuje 
tworzenie S-nitrozoglutationu (GSNO) i S-nitroglutationu 
(GSNOJ, które mogą być odpowiedzialne za antypłytkow e 
właściwości ON O O ' — ham owanie różnych etapów akty
wacji płytek krwi [4]. Powstająca pod w pływ em  ONOO S- 
nitrozocysteina hamuje poprzez mechanizm niezależny od 
cGMP agregację płytek krwi indukow aną kolagenem i kw a
sem arachidonowym  [56].

Ekspozycja płytek krwi na działanie nadtlenoazotynu, 
zarówno w  warunkach in vivo, jak i in vitro powoduje nitro
wanie reszt tyrozynowych wielu białek [57-60], a także ich 
karbonylację [61], Naseem i wsp. [62] zaobserwowali, że w y
sokie stężenia ONOO" (150 ąM) powodują nitrowanie białek 
błony płytkowej, natomiast niższe stężenia indukują tworze
nie 3-nitrotyrozyny w białkach cytosolowych. Inni badacze 
zidentyfikowali jeszcze inne białka płytkowe ulegające nitro
waniu, m.in. kinazę MAP, białkową kinazę Lyn, paksylinę, 
białko VASP, a-aktynę czy cyklooksygenazę [58,59,63,64]. 
Nie wyklucza się także, że nitrowanie reszt tyrozynowych w 
białkach płytkowych może hamować fosforylację a tym sa
mym hamować przekazywanie informacji [65].

Poprzez pom iar różnych markerów peroksydacji lipi
dów, w tym pom iar stężenia izoprostanów, czy związków 
reagujących z kwasem  tiobarbiturowym  wykazano, że 
nadtlenoazotyn w płytkach krwi jest czynnikiem odpo
w iedzialnym  za peroksydację lipidów [55] prow adzącą do 
zmian struktury błony płytkowej, w tym dostępności róż
norodnych receptorów błonowych i upośledzenia aktywacji 
osoczowych czynników krzepnięcia na powierzchni płytek. 
ONOO" powoduje też nitrowanie lipidów płytkowych, a
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powstający kwas nitrolinolenowy hamuje tworzenie agre
gatów płytkowych wywołane trombiną, a niezbędne do 
tw orzenia prawidłowego czopu hemostatycznego [66].

Należy podkreślić, że modyfikacje białek, a w szczegól
ności ich nitrowanie może mieć istotne znaczenie nie tyl
ko w  zmianie funkcji czy struktury białek, ale także mieć 
w pływ  na zmienione właściwości hemostatyczne płytek 
krwi narażonych na stres oksydacyjny [67],

Wynikiem stresu oksydacyjnego może być nawet wejście 
płytek na drogę apoptozy. Po przechowywaniu płytek krwi, 
jak i po aktywacji płytki krwi wchodzą na drogę apoptozy, 
głównie na szlaku wewnętrznym. W płytkach krwi wykaza
no obecność licznych, typowych biochemicznych znaczników 
apoptozy, w  tym markerów szlaku zewnętrznego i wewnętrz
nego (mitochondrialnego) apoptozy oraz „wykonawców" 
tego procesu. Stwierdzono obecność „ligandów śmierci" 
(TRAIL — ligand z rodziny TNF indukujący apoptozę), „re
ceptorów śmierci" (TNFR1, DR3, DR4, DR5 i DcR2 (receptor 
pułapka)), białek adaptorowych (TRADD i RIP), białek rodzi
ny Bcl-2 (Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, Bcl-2, Bcl-X,, Bfl-1, Mcl-1), 
kaspaz (2, 3, 6, 8 i 9), kalpain i wykazano zmiany potencjału 
transbłonowego mitochondriów, ekspozycję fosfatydylose- 
ryny i tworzenie mikropęcherzyków. Na obecnym poziomie 
wiedzy można przypuszczać, że przebieg procesu apoptozy 
w  płytkach krwi na szlaku zewnętrznym czy wewnętrznym 
w znacznym stopniu zależy od rodzaju czy siły induktora 
apoptozy. Dokładne mechanizmy apoptozy w płytkach krwi 
zostały omówione przez Wachowicz i wsp. [68]. Nadtlenoazo- 
tyn w układzie modelowym in vitro powoduje wzrost ekspo
zycji fosfatydyloseryny na powierzchni płytek krwi, tworze
nie mikropęcherzyków, depolaryzację błony mitochondrialnej 
oraz aktywację kaspazy-3, co świadczy o indukowaniu przez 
ONOO zdarzeń apoptotycznych w płytkach krwi [69], Me
chanizm procesu apoptozy wywołany przez ONOO- jest czę
ściowo zależny od nitrowania białek płytkowych, ponieważ 
zastosowanie epikatechiny jako czynnika redukującego proces 
nitrowania [70] obniża także poziom apoptotycznych marke

rów w płytkach krwi traktowanych ONOO- [69], Rolę RFT i 
RFA, w  tym nadtlenoazotynu w procesie aktywacji i apoptozy 
płytek krwi przedstawiono na rycinie 3.

ODDZIAŁYWANIE PŁYTEK KRWI Z 
KOMÓRKAMI ŚRÓDBŁONKA

W procesie hemostazy uczestniczy głównie błona we
wnętrzna ściany naczynia krwionośnego (intima) składająca 
się z pojedynczej warstwy komórek śródbłonka oraz trom- 
bogennej warstwy podśródbłonkowej. Powierzchnia komó
rek śródbłonka skierowana do światła naczynia pokryta jest 
glikokaliksem w skład którego wchodzą glikozaminoglikany 
(GAG) o właściwościach antykoagulacyjnych. Komórki śród
błonka syntetyzują składniki glikokaliksu, jak i składniki bło
ny podstawnej, takie jak kolagen, elastyna, fibronektyna, wi- 
tronektyna czy laminina. Są również miejscem syntezy tlenku 
azotu [71], enzymów proteolitycznych degradujących tkankę 
łączną (kolagen, elastynę) oraz enzymów degradujących gliko
zaminoglikany. W śródbłonku zachodzi synteza czynnika von 
Willebranda (vW) magazynowanego w ciałkach Weibel-Pala- 
de'a oraz licznych czynników uwalnianych do krwiobiegu i 
uczestniczących w procesie hemostazy: aktywatorów plazmi- 
nogenu (tPA, uPA), inhibitorów plazminogenu (PAI), białka S 
oraz czynników mitogennych (PDGF, FGF, EDGF). Ze śród
błonka do krwiobiegu są uwalniane związki mające wpływ 
na aktywaqę płytek krwi, na potencjał przeciwzakrzepowy 
oraz na skurcz i rozkurcz naczynia krwionośnego. Te związki 
regulujące przebieg hemostazy określa się mianem trombo- 
regulatorów. Do najważniejszych tromboregulatorów synte
tyzowanych w komórkach śródbłonka należą: prostacyklina 
— PGI2, tlenek azotu oraz ektonukleotydazy. PGI2 powstaje 
z arachidonianu i wykazuje przeciwstawne działanie do płyt
kowego TXA2 — powoduje rozkurcz naczynia i ma działanie 
hamujące agregację płytek. Tlenek azotu jest wytwarzany przy 
udziale syntazy NO* (eNOS) i działa synergistycznie z PGI2. 
Ektonukleotydazy (CD39) z zachowanymi w  ewolucji regio
nami apyrazy są zlokalizowane w błonie komórek śródbłonka. 
Hydrolizują ATP i ADP pochodzące z uszkodzonych komó

rek czy też z osmofilnych ziarnistości płytkowych 
i uwalniane w procesie sekrecji z pobudzonych 
płytek krwi. Powstający AMP przy udziale 5'-nu- 
kleotydazy jest metabolizowany do adenozyny 
wykazującej działanie antypłytkowe (hamowanie 
agregacji) i rozkurczowe. W śródbłonku ma miej
sce też synteza angiotensyny II, izoprostanów 
oraz endoteliny (ET-1), peptydu zbudowanego z 
21 reszt aminokwasowych powodującego skurcz 
naczynia i wzrost ciśnienia krwi. W komórkach 
mięśni gładkich naczynia są obecne receptory dla 
endoteliny [72-74].

Rycina 3. Rola RFT i RFA w procesie aktywacji i apoptozy płytek krwi.

Przeciwzakrzepowe właściwości komó
rek śródbłonka zależą od obecności na ich po
wierzchni GAG (głównie siarczanu heparanu) 
czy też trombomoduliny, która łącząc się z trom 
biną inicjuje antykoagulacyjne działanie białka 
C. Z komórek śródbłonka uwalniane są czynniki 
wpływające na układ fibrynolizy, tj. aktywatory 
plazminogenu (tPA, uPA). Pobudzone komórki 
śródbłonka uwalniają również metaloproteazy, 
które degradują białka macierzy i eksponują
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Rycina 4. Udział płytek krw i i kom órek śródbłonka w hemostazie.

receptor aktywatora plazminogenu typu urokinazowego 
(uPAR).

Spoczynkowe płytki krwi nie przylegają do komórek śród
błonka wyściełających naczynie krwionośne. Jednak uszko
dzenie ciągłości warstwy śródbłonka powoduje odsłonięcie 
warstwy podśródbłonkowej i białek adhezyjnych (kolagen, 
fibronektyna, laminina, witronektyna), do których przylegają 
płytki. Adhezja płytek do śródbłonka może mieć także miej
sce po ich uprzedniej aktywacji lub po uszkodzeniu komórek 
śródbłonka bez naruszenia ciągłości warstwy. Niepobudzo- 
ne komórki śródbłonka zapobiegają adhezji płytek przez 
syntezę N O ' i prostacykliny. Adhezja płytek do śródbłonka 
powoduje również aktywację płytek i wydzielanie związ
ków zmagazynowanych w ziarnistościach. Pobudzone płytki 
uwalniają do środowiska czynniki wpływające na hemostazę 
oraz liczne mediatory zapalne [73,74].

W adhezji płytek do śródbłonka uczestniczą: p ły tko 
wy kom pleks G P Ib /IX /V  łączący się z PSGL-1 (ang. P- 
selectin glycoprotein ligand 2) i z selektyną P i E, śródbłon- 
kow a i p ły tkow a integryna a IlbP3 w iążąca in tegrynę a v(33 
i białko adhezyjne ICAM-1 (m iędzykom órkow e białko 
adhezyjne 1) śródbłonka za pośrednictw em  fibrynogenu, 
fibronektyny czy czynnika von W illebranda, oraz obecna 
na pobudzonych  płytkach krw i selektyną P z receptorem  
PSGL-1. A dhezja odw racalna tych kom órek zachodzi 
przy udziale  selektyn (selektyną P na pobudzonych  p ły t
kach i selektyną P i E na śródbłonku) oraz PSGL-1 [73,74], 
U dział pły tek  krw i i kom órek śródbłonka w hem ostazie 
p rzedstaw ia  rycina 4.

Zmiany w arunków  
przepływ u krwi, co 
ma miejsce przy nadci
śnieniu tętniczym czy 
przewężeniu naczynia, 
prow adzą do ekspozy
cji białek adhezyjnych 
w komórkach śródbłon
ka: VCAM-1 (białko
adhezyjne naczynia), 
ICAM-1, selektyny P i E 
oraz aktywacji czynni
ka transkrypcji (NF-kB) 
pobudzającego synte
zę wielu białek, w  tym  
prozapalnych.

Powstający w kom ór
kach śródbłonka N O ' 
jest najważniejszym 
fizjologicznym czynni
kiem rozkurczającym 
naczynia krwionośne, a 
jego ciągłe wytwarzanie 
z argininy decyduje o 
utrzymaniu praw idło
wego ciśnienia krwi i 
chroni płytki krwi przed 
aktywacją niezbędną 
do utworzenia czopu 
hemostatycznego. Za

pobiega on agregacji płytek krwi stymulując cyklazę guany- 
lanową. Dysfunkcja śródbłonka może być spowodowana 
lokalnym powstawaniem RFT/RFA. Stwierdzono, że utle
nianie tetrahydrobiopteryny, krytycznego kofaktora NOS 
przesuwa równowagę w kierunku syntezy anionorodnika 
ponadtlenkowego. Powstawanie anionorodnika ponadtlen- 
kowego z kolei obniża biodostępność wolnego N O ’, prow a
dząc do powstania silnie utleniającego i nitrującego związku 
— nadtlenoazotynu. Ogranicza też syntezę prostacykliny, 
gdyż bezpośrednio hamuje syntazę PGI2 nitrując resztę tyro
zyny (w pozycji 430) w  centrum aktywnym. Hamuje też syn
tezę PGH2. Ma to istotny wpływ na dysfunkcję śródbłonka, 
prowadząc do zmian miażdżycowych i stanu zapalnego [75].

Modyfikacjom w yw ołanym  działaniem nadtlenoazotynu 
ulegają liczne białka uczestniczące w przebiegu hemosta- 
zy, w  tym  białka obecne w komórkach śródbłonka: aktyna 
przez nitrowanie reszty tyrozyny i utlenianie reszty cyste
iny, a profilina poprzez nitrowanie reszt tyrozyny. H am o
wana jest również syntaza N O ' (eNOS). N adtlenoazotyn 
ogranicza wytw arzanie N O ' poprzez inaktywację eNOS 
utleniając jej centrum  cynkowe. Ponadto, nadtlenoazotyn 
nie tylko inaktywuje syntazę prostacykliny (nitrując resz- 
te tyrozyny w pozycji 430), ale powoduje rozpad glikoka- 
liksu komórek śródbłonka zmniejszając jego właściwości 
przeciwzakrzepowe, zmienia właściwości białek adhezyj
nych glikokaliksu, zwiększa adhezję neutrofili i wywołuje 
apoptozę komórek śródbłonka i mięśni gładkich naczynia, 
głównie na skutek uszkodzenia mitochondrialnego DNA i 
aktywacji kaspaz. Śródbłonek stanowi główne źródło RFT/
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RFA uszkadzających białka osocza, w  tym białka uczestni
czące w  krzepnięciu krwi i fibrynolizie.
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ABSTRACT
The normal hemostatic mechanisms consist of a balance between hemorrhage and thrombosis that is achieved through the interaction of the 
blood vessels, blood platelets, the coagulation and fibrinolytic factors. The vascular endothelium sustains the balance between prevention and 
stimulation of platelet activation, thrombogenesis and fibrinolysis and between vasoconstriction and vasodilatation. Endothelial dysfunction 
associated with different cardiovascular diseases is related to the local formation of reactive oxygen/nitrogen species, mainly peroxynitrite that 
is produced in a rapid reaction between nitric oxide and superoxide anion. Reactive oxygeiVnitrogen species induce changes in the structure and 
function in hemostatic elements. Proteins and lipids are major initial targets in endothelial cells, blood platelets and plasma. Reaction of reactive 
oxygen species and nitrogen species, including peroxynitrite, with cellular proteins can lead to nitration of aromatic amino acid residues, oxida
tion of thiol groups and conversion of some amino acid residues into carbonyl derivative. Oxidative/nitrative modifications of platelet proteins 
may induce changes of their signaling and haemostatic function (activation). Peroxynitrite also causes oxidation and nitration of fibrinogen — a 
key protein in coagulation cascade and plasminogen (the main protein of fibrinolysis process) changing their hemostatic functions. Oxidative/ 
nitrative modifications of different components of haemostasis system have been observed in several cardiovascular diseases.
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STRESZCZENIE

Choroby neurodegeneracyjne takie jak choroba A lzheim era, Parkinsona i stw ardnienie za
nikow e boczne, charakteryzują się postępującym  zanikiem  kom órek nerwowych, które

m u towarzyszy agregacja niepraw idłow o sfałdow anych białek  (odpow iednio — peptydu A0, 
a -synukleiny  i cytoplazm atycznej dysm utazy ponadtlenkow ej). Białka te m ogą wiązać jony 
m etali przejściowych, ułatw iając im  w chodzenie w  cykle reakcji redoks prowadzące do n ad 
m iernego w ytw arzania reaktyw nych form  tlenu. Pow stały stres oksydacyjny m oże prowadzić 
do uszkodzenia, a naw et śm ierci neuronów  oraz do lokalnego spadku  stężenia neuroprzekaź- 
n ików  katecholam inow ych. R ezultaty badań in v itro  w skazują, że oprócz pełn ien ia  kluczowej 
roli w  przekazyw aniu sygnałów  nerwowych, katecholam iny posiadają rów nież aktywność 
anty oksydacyjną. W  niniejszym  opracow aniu om ów iono właściwości antyoksydacyjne neu- 
roprzekaźników  katecholam inow ych — dopam iny (i jej prekursora L-DOPA), adrenaliny i 
noradrenaliny. Przytoczono w ynik i dośw iadczeń św iadczące o anty oksydacyjnym  potencjale 
tych związków. Praw dopodobnie, katecholam iny m ogą bezpośrednio neutralizować wolne 
rodniki, ale dok ładny m echanizm  ich działania nie został dotąd  opisany.

WPROWADZENIE

W 2006 roku Światowa Organizacja Zdrow ia zaprezentow ała raport zaty tu 
łow any Neurological disorders: public health challenges, który inform ował o rosną
cej częstości w ystępow ania chorób neurologicznych. W edług raportu , przeszło 
m iliard osób jest obecnie dotkniętych schorzeniam i tego typu. W pływ chorób 
neurologicznych na stan zdrow ia społeczeństw a był przez lata ignorowany. 
W ynikało to m iędzy innym i z m etodyki badań  epidem iologicznych, które kon
centrowały się głównie na w skaźniku śmiertelności — w przypadku  chorób 
neurologicznych jest on stosunkow o niewielki i w ynosi mniej niż 1% (choroby 
te są bezpośrednią przyczyną około 6,8 min zgonów  rocznie) [1]. Schorzenia 
neurologiczne są przew ażnie postępującym i chorobam i przewlekłymi, które 
nie poddają się leczeniu farm akologicznem u. Ich konsekwencją jest dram a
tyczne pogorszenie się w arunków  życia chorych i ich rodzin, które r.ie było 
uw zględniane we wcześniejszych badaniach epidem iologicznych. We w spo
m nianym  raporcie w pływ  chorób neurologicznych na stan zdrow ia społeczeń
stw a oszacowano za pomocą współczynnika DALYs (ang. Disability-Adjusted 
Life Years) — param etr ten charakteryzuje lata pełnospraw ności utracone w 
w yniku choroby [1]. Stw ierdzono, że choroby neurologiczne wywierają w ięk
szy w pływ  na społeczeństwo niż choroby now otw orow e. Ponadto, według d a 
nych zaw artych w raporcie, w  ciągu najbliższych 25 lat liczba osób cierpiących 
na choroby neurologiczne może zwiększyć się naw et o 12%, dlatego niezbędne 
jest zintensyfikowanie badań  prow adzących do zrozum ienia zjawisk leżących 
u podłoża tej g rupy schorzeń [1].

Choroby neurologiczne są efektem zaburzeń w funkcjonow aniu ośrodko
wego (mózg, rdzeń  kręgowy) i obw odow ego układu  nerw ow ego (nerwy ob
w odow e, połączenia nerwowo-m ięśniowe). Schorzenia neurologiczne, których 
objawy są konsekwencją postępującej u tra ty  kom órek nerw ow ych, klasyfiku
jemy jako choroby neurodegeneracyjne. Często (choć niesłusznie) postrzegane 
są one jako problem  tylko i wyłącznie „wieku podeszłego"1. Najczęściej w y
stępujące schorzenie neurodegeneracyjne, choroba A lzheim era (obecnie około 
35 milionów chorych), rzeczywiście dotyka przede w szystkim  osób starszych 
— 98% przypadków  rejestruje się u pacjentów powyżej 65 roku życia [1,2]. Jed
nak sym ptom y innych chorób neurodegeneracyjnych obserwuje się u znacznie 
m łodszych pacjentów — choroba H untingtona (6 m ilionów chorych) dotyka 
już osoby 30-letnie, podczas gdy choroba Krabbego (o częstości 1:100 0)0 u ro 
dzeń) jest śm iertelnym  schorzeniem  wieku dziecięcego.

'Z godnie z klasyfikacją W HO w yodrębniono następujące okresy: 60-75 lat — w iek podeszły; 
75-90 lat — wiek starczy; powyżej 90 lat — wiek sędziwy.
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L-DOPA dopamina

norad ren a l in a  a d rena l in a

R ycina 1. Struktura  chem iczna katecholamin, które pełnią rolę neuroprzekaźni- 
ków  w  układzie nerw ow ym  (dopam iny, adrenaliny i noradrenaliny) oraz prekur
sora dopam iny — L-DOPA.

W niniejszym opracowaniu om ówiona zostanie etiologia 
trzech schorzeń neurodegeneracyjnych — choroby Alzhei
mera, Parkinsona i stwardnienia zanikowego bocznego 
(ALS, ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis). Szczególna uwaga 
zostanie poświęcona roli stresu oksydacyjnego w pow sta
waniu wyżej wymienionych chorób oraz możliwościom 
obniżenia jego poziomu za pomocą neuroprzekaźników 
katecholaminowych, takich jak dopam ina i jej prekursor, 
3,4-dihydroksyfenyloalanina (L-DOPA), oraz adrenalina i 
noradrenalina (Ryc. 1). Katecholaminy mają strukturę pier
ścienia benzenowego z dw om a grupam i hydroksylowymi 
położonymi względem  siebie w pozycji orto (ugrupowanie 
katecholu) i bocznym łańcuchem etylowym zakończonym 
grupa aminową. Zaliczamy je więc do polifenoli (związków 
posiadających więcej niż jedną grupę hydroksylową przy 
pierścieniu benzenowym). Wiele związków z grupy polife
noli wykazuje właściwości anty oksydacyjne [3], W niniej
szym opracowaniu przytoczone zostaną wyniki dośw iad
czeń świadczące o antyoksydacyjnej aktywności neuroprze
kaźników katecholaminowych.

AGREGACJA NIEPRAWIDŁOWO SFAŁDOWANYCH 
BIAŁEK JAKO PRZYCZYNA NEURODEGENERACJI

Choroby neurodegeneracyjne charakteryzują się postę
pującym zanikiem komórek nerwowych w  określonych 
obszarach układu nerwowego. Jak dotąd nie został jedno
znacznie określony mechanizm, w edług którego następuje 
śmierć komórek nerwowych w chorobach neurodegenera- 
cyjnych, choć wyniki wielu doświadczeń wskazują na apop- 
tozę [4]. Śmierć neuronów prow adzi do przerw ania prze
kazywania sygnału w synapsach i do pow stania zakłóceń 
w funkcjonowaniu układu nerwowego [5,6]. Selektywnej 
degeneracji komórek nerwowych towarzyszy pojawienie 
się zm ian patologicznych, będących wynikiem  agregacji 
niewłaściwie sfałdowanych białek. W praw idłow o funkcjo
nującej komórce, proces fałdowania białek skutkuje stabilną 
strukturą przestrzenną polipeptydu, który uzyskuje w  ten 
sposób pełną aktywność biologiczną. Fałdowanie białek 
może zachodzić spontanicznie lub przy udziale białek opie
kuńczych, do których zaliczamy białka szoku cieplnego [7],

N iepraw idłow o sfałdowane białka mogą oddziaływać w 
sposób niepożądany ze składnikami komórki lub uczestni
czyć w procesach niespecyficznej agregacji, z utworzeniem  
bezpostaciowych skupisk polipeptydów lub włókien odkła
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danych w tkance w  postaci amyloidu. Złogi białkowe mogą 
powstawać w wyniku agregacji białek o pełnej długości 
łańcucha (np. a-synukleiny w neuronach osób z chorobą 
Parkinsona [8] lub dysm utazy ponadtlenkowej w  neuro 
nach pacjentów dotkniętych ALS [9]), krótkich peptydów  
o określonej funkcji biologicznej jak np. będącej horm onem  
amyliny, lub fragm entów białek powstających na drodze 
specyficznej proteolizy (np. peptydu A[3 odkładanego w 
neuronach osób cierpiących na chorobę Alzheimera [10]). 
Złogi białkowe mogą być efektem agregacji białek o praw i
dłowej lub zmienionej, w wyniku mutacji, sekwencji ami- 
nokwasowej. Mutacje te prow adzą do rozwoju rodzinnych 
postaci chorób neurodegeneracyjnych [7],

Pojawienie się niewłaściwie sfałdowanego białka pow in 
no uruchom ić mechanizmy obronne komórki — ekspresję 
genów białek szoku cieplnego lub włączenie szlaku ubikwi- 
tynozależnej proteolizy źle sfałdowanych białek. Białka szo
ku cieplnego należą do najstarszych ewolucyjnie system ów 
obronnych komórki. Zapobiegają agregacji n iepraw idłow o 
sfałdowanych białek poprzez ich wiązanie i izolowanie od 
innych polipeptydów. Z kolei przyłączenie cząsteczek ubi- 
kwityny do niepraw idłow o sfałdowanego białka kieruje 
je do degradacji w  proteasomie. Wydaje się, że zakłócenie 
rów now agi pom iędzy w ytw arzaniem  a degradacją n iepra 
w idłow o sfałdowanych białek powoduje wzrost ich stęże
nia i agregację prow adzącą do rozwoju chorób neurodege
neracyjnych takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona i 
ALS [7].

POWSTAWANIE ZŁOGÓW BIAŁKOWYCH 
W CHOROBIE ALZHEIMERA

W przebiegu choroby Alzheimera następuje znaczne 
obniżenie sprawności umysłowej, w tym zakłócenie w yż
szych funkcji kory mózgowej takich jak: pamięć, orientacja, 
zdolność pojmowania i uczenia się oraz umiejętności języ
kowe. W zaaw ansow anym  stadium  choroby zaburzeniom  
psychicznym towarzyszy zniedołężnienie fizyczne. Bezpo
średnią przyczyną zgonu jest najczęściej zapalenie płuc, za
każenie dróg moczowych lub posocznica [1,2].

W tkance nerwowej pacjentów dotkniętych chorobą Alz
heim era obserwuje się dw a typy zm ian patologicznych: w e
w nątrzkom órkow e sploty neurofibrylarne oraz położone 
na zew nątrz neuronów  płytki starcze. Obecność tych zm ian 
patologicznych stw ierdza się przede wszystkim w  rejonach 
m ózgu odpowiedzialnych za pamięć, uczenie się i emocje, 
czyli w  korze śródwęchowej, hipokampie, przodom ózgo- 
w iu i jądrze m igdałowatym . W efekcie neurodegeneracji 
następuje zmniejszanie masy płatów skroniowych i czoło
wych. Szczególnie wrażliwe na degenerację są neurony cho- 
linergiczne i glutaminergiczne (wykorzystujące jako neuro- 
przekaźniki odpowiednio: acetylocholinę i glutaminian), 
choć obserwuje się również śmierć innych typów komórek 
nerw ow ych [5].

Sploty neurofibrylarne to nierozpuszczalne złogi białka 
tau oraz jego hiperfosforylowanej formy P-tau i tubuliny 
[11,12]. W ystępujące niemal wyłącznie w komórkach ner
w ow ych białko tau należy do rodziny związanych z mikro- 
tubulam i i stabilizujących je białek określanych jako MAPs
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(ang. Microtubule-Associated Proteins). W chorobie Alzhe
imera następuje zwiększenie liczby reszt fosforanowych 
związanych z białkiem tau. Hiperfosforylowane białko tau, 
tak zwane P-tau, wykazuje silne powinowactwo do nor
malnie występującej formy tau, tworząc wraz z nią nieroz
puszczalne agregaty; oddziałuje również z białkami MAPI 
i MAP2. Oddziaływanie białka P-tau z białkami z rodziny 
MAPs (tau, MAPI i MAP2) może prowadzić do stopniowe
go uwalniania tych białek z kompleksów z tubuliną (wcho
dzącą w skład mikrotubul), co powoduje postępujący roz
kład tych struktur, obserwowany w chorobie Alzheimera 
[11]. W efekcie uszkodzenia mikrotubul zakłócony zostaje 
transport aksonalny, co powoduje stopniowe obumieranie 
neuronu. Towarzyszy temu utrata plastyczności synaps i 
zmiana kształtu komórek nerwowych [12].

Płytki starcze to zewnątrzkom órkowe złogi amyloidowe 
zbudow ane głównie z peptydu A|3, który powstaje w pro
cesie proteolizy prekursorowego białka (3-amyloidu (APP, 
ang. Amyloid Precursor Protein). APP jest integralnym biał
kiem błonowym, które praw dopodobnie w pływ a na funk
cjonowanie komórek nerwowych poprzez regulowanie 
wzrostu aksonów, plastyczności synaps i adhezji komór
kowej [5]. Białko APP jest produkow ane w postaci wielu 
izoform o długości od 695 do 770 reszt aminokwasowych. 
Składa się z długiego fragmentu N-końcowego, ekspono
wanego na zew nątrz komórki, domeny transbłonowej, w 
której częściowo zawarta jest sekwencja peptydu Ap, i krót
szego, cytoplazmatycznego odcinka C-końcowego. Nastę
pujące po sobie trawienia białka APP przez dw a enzymy 
proteolityczne — p~ i y-sekretazę, uwalniają do przestrzeni 
zewnątrzkomórkowej domenę sAPP(3 i peptyd Ap (mający 
długość od 38 do 42 reszt aminokwasowych) zaś do cyto- 
plazmy domenę AICD (ang. APP Intracellular Domaiń) [5].

W neuronach osób dotkniętych chorobą Alzheimera ob
serwuje się wzrost w ytwarzania formy 42-aminokwasowej 
peptydu Ap (tzw. Api-42), która ma większą skłonność do 
agregacji i jest jako pierwsza odkładana w postaci złogów 
amyloidowych [13,14]. Na kluczową rolę peptydu Ap w 
rozwoju choroby Alzheimera wskazuje analiza genetycz
nych uw arunkow ań choroby. Wykazano, że mutacje pro
wadzące do rozwoju wczesnej postaci choroby Alzheime
ra (EOAD, ang. Early-Onset Alzheimer Disease)2 występują 
w obrębie genu kodującego białko APP (wewnątrz lub w 
pobliżu fragmentu kodującego peptyd Ap) lub w genach 
kodujących białka biorące udział w proteolizie APP (prese- 
niliny-1 i preseniliny-2, które wchodzą w skład komplek
su enzymatycznego y-sekretazy). Mutacje te prow adzą do 
zwiększonego wytwarzania peptydu Ap lub w zrostu sto
sunku stężeń A pi-42/ Api-40, co wpływ a na przyspieszenie 
agregacji peptydu [13,14]. EOAD może być również efektem 
duplikacji genu kodującego APP [14,15]. Ponieważ jest on 
zlokalizowany na chromosomie 21, powstawanie złogów 
amyloidowych stw ierdza się u osób z zespołem Downa, 
czyli trisomią tego chromosomu [14]. Należy podkreślić, że 
peptyd Ap występuje naturalnie w  mózgu i płynie mózgo
wo-rdzeniowym osób zdrowych, nie wywołując neurode-

2Pierwsze sym ptom y EOAD pojawiają się u  pacjentów jeszcze przed 
ukończeniem  65 roku życia. Ta postać choroby dotyka zaledwie 2% 
chorych. W większości przypadków  jej przyczyną są zm iany o podłożu 
genetycznym.
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generacji. Wydaje się więc, że dopiero formy oligomeryczne 
i agregaty peptydu są szkodliwe [14]. Początkowo uw aża
no, że głównym czynnikiem odpowiedzialnym  za rozwój 
choroby Alzheimera są włókna amyloidowe, wchodzące w 
skład płytek starczych. Doprowadziło to do sformułowania 
tzw. hipotezy amyloidowej rozwoju choroby [16]. Okazało 
się jednak, że stopień zaawansowania choroby lepiej kore
luje ze stężeniem rozpuszczalnych form Ap, w tym krótkich 
oligomerów — dimerów i trimerów peptydu Ap [15,16]. 
N iewątpliwą przyczyną choroby Alzheimera jest więc za
kłócenie równowagi miedzy w ytw arzaniem  a degradacją i 
usuw aniem  z m ózgu peptydu Ap.

ETIOLOGIA CHOROBY PARKINSONA

Choroba Parkinsona jest drugim  po chorobie Alzheimera 
najbardziej rozpowszechnionym  schorzeniem neurodege- 
neracyjnym, które dotyka około 1% populacji powyżej 60 
roku życia. Kliniczne objawy tej choroby obejmują spowol
nienie i niezborność ruchów (bradykinezję), u trudnioną 
inicjację ruchu (akinezję), spoczynkowe drżenie mięśni oraz 
niestabilność postawy [17,18],

Na poziomie komórkowym, choroba Parkinsona charak
teryzuje się postępującą degeneracją neuronów dopaminer- 
gicznych (syntezujących dopaminę). Dopamina jest neuro- 
przekaźnikiem katecholoaminowym, który pośredniczy w 
przekazywaniu impulsu nerwowego między komórkami 
poprzez oddziaływanie ze swoistymi receptorami w błonie 
neuronów (D -D ). W zależności od miejsca wytwarzania w 
układzie nerwowym, dopamina bierze udział w kontrolowa
niu funkcji motorycznych i inicjacji ruchu (układ pozapira- 
midowy), procesach emocjonalnych (układ limbiczny) oraz 
stymulowaniu uwalniania hormonów (podwzgórze). Efek
tywne przekazywanie sygnałów nerwowych wymaga precy
zyjnej regulacji stężenia dopaminy, której nadm iar w prze
strzeni synaptycznej jest rozkładany do biologicznie nieak
tywnego kwasu homowanilinowego w dwuetapowym  pro
cesie katalizowanym przez oksydazę monoaminową (MAO, 
ang. Monoamine Oxidase) i metylotransferazę katecholową 
(COMT, ang. Catechol-O-Methyl Transferase) [19].

Najbardziej typow ym  objawem choroby Parkinsona jest 
obniżona koordynacja ruchów oraz pojawienie się ruchów 
mimowolnych, w tym drżenia. Jest to spow odow ane po
stępującym uszkodzeniem  neuronów  dopaminergicznych, 
zlokalizowanych w części zbitej istoty czarnej (łac. substan- 
tia nigra) śródmózgowia. Charakterystyczny zespół obja
w ów klinicznych pojawia się, gdy degeneracja istoty czar
nej (a tym sam ym  obniżenie zawartości dopaminy) osiągnie 
około 60% [18].

Komórki nerw ow e istoty czarnej grom adzą w swoim 
w nętrzu ciemny barwnik — neuromelaninę, będącą poli
merem składającym się z produktów  utleniania dopaminy. 
W złogach neurom elaniny zgrom adzone są duże ilości jo
nów metali przejściowych, przede wszystkim  żelaza [17,18]. 
U szkodzeniu neuronów  dopam inergicznych towarzyszy 
pojawienie się wew nątrzkom órkow ych złogów białko
wych, ciał inkluzyjnych Lewy'ego, składających się m. in. 
z włókien niepraw idłow o sfałdowanej a-synukleiny oraz
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cząsteczek ubikwityny [8] i parkiny, która jest jednym  z ele
mentów ligazy ubikwitynowej [20]. Obecność ubikwityny i 
parkiny w ciałach Lewy'ego może świadczyć o obniżeniu 
skuteczności szlaku ubikwitynozależnej proteolizy niewła
ściwie sfałdowanych białek, w tym a-synukleiny.

Kluczową rolę w pow staw aniu choroby Parkinsona od 
grywa a-synukleina, która w zdrowych komórkach regulu
je równowagę między dopam iną zlokalizowaną w pęche
rzykach synaptycznych i dopam iną obecną w cytoplazmie. 
W prawidłowo funkcjonującym neuronie około 75% dopa- 
miny powinno znajdować się w pęcherzykach. W konse
kwencji agregacji a-synukleiny rośnie stężenie dopam iny 
w cytoplazmie. Zarówno autooksydacja dopam iny, jak i jej 
oddziaływanie z jonami metali przejściowych może prow a
dzić do stresu oksydacyjnego w komórkach nerwowych, 
obserwowanego w przebiegu choroby Parkinsona [17,18].

AGREGACJA DYSMUTAZY PONADTLENKOWEJ 
W STWARDNIENIU ZANIKOWYM BOCZNYM

Degenerację komórek nerwowych skorelowaną z obec
nością złogów nieprawidłowo sfałdowanej cytoplazmatycz
nej dysm utazy ponadtlenkowej (CuZnSOD) stw ierdza się 
w przebiegu stwardnienia zanikowego bocznego. Schorze
nie to, znane też jako choroba Lou Gehriga, charakteryzuje 
się postępującą degeneracją obwodowych i ośrodkowych 
neuronów  motorycznych (rogów przednich rdzenia kręgo
wego, jąder nerwów czaszkowych rdzenia przedłużonego 
oraz neuronów  drogi piramidowej). Degeneracja neuronów 
motorycznych prow adzi do zaniku kolejnych partii mięśni, 
mimowolnych drżeń i objawów spastycznych. W końco
wym stadium  choroba powoduje całkowity paraliż i śmierć, 
przeważnie na skutek zatrzymania pracy mięśni oddecho
wych [21].

Postępujące uszkodzenie komórek nerwowych jest sko
relowane z wewnątrzkom órkową akumulacją źle sfałdowa
nej CuZnSOD. Jest to białko enzymatyczne, które katalizuje 
reakcję dysproporcjonowania anionorodnika ponadtlenko- 
wego (będącego reaktywną formą tlenu) w edług równania 
[9,22]:

0 2" + 0 2"  + 2H+ H ,0 2 + 0 2 (1)

Nieprawidłowe fałdowanie i agregacja CuZnSOD obni
ża stężenie aktywnej formy tego enzym u w cytoplazmie, co 
powoduje osłabienie możliwości obronnych organizm u w 
walce ze stresem oksydacyjnym [9], W ykryto około 100 róż
nych mutacji zlokalizowanych w genie białka CuZnSOD, 
prowadzących do rozwoju rodzinnych postaci ALS (stano
wiących około 20% wszystkich przypadków  tej choroby). 
Mutacje te są przyczyną zaburzeń w kontrolowaniu pozio
mu stresu oksydacyjnego przez komórkę nerwową, mogą 
również prowadzić do powstania form białka o właściwo
ściach prooksydacyjnych [23].

ROLA STRESU OKSYDACYJNEGO W PRZEBIEGU 
CHORÓB NEURODEGENERACYJNYCH

Spośród omówionych powyżej chorób jedynie w  ALS 
występuje w yraźny związek między etiologią choroby i
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dysregulacją białek zaangażowanych w obniżenie poziomu 
stresu oksydacyjnego (CuZnSOD). Wskazuje to na bezpo
średni wpływ  stresu oksydacyjnego na progresję ALS. Stres 
oksydacyjny polega na niekontrolowanym  wzroście stęże
nia reaktywnych form tlenu (RFT) i zainicjowaniu kaskady 
niespecyficznych reakcji rodnikowych z biocząsteczkami 
obecnymi w  komórce. W reakcjach tych uczestniczą lipi
dy i białka błonowe, białka enzymatyczne, węglowodany 
oraz kwasy nukleinowe. Zmiany w strukturze i aktywności 
tych biocząsteczek mogą prowadzić do zakłóceń w funkcjo
nowaniu komórki, a naw et jej śmierci [24], dlatego już na 
poziomie m olekularnym  następuje neutralizowanie RFT, 
wychwytywanie rodnikowych produktów  pośrednich ge
nerowanych w procesach utleniania oraz napraw a uszko
dzeń będących skutkiem stresu oksydacyjnego [25].

Reaktywne formy tlenu mogą być rozkładane na drodze re
akcji enzymatycznych. Możliwa jest też ich neutralizacja przez 
małocząsteczkowe antyoksydanty, czyli związki, które powo
dują zahamowanie procesu utleniania nawet wtedy, gdy ich 
stężenie jest niskie w porównaniu ze stężeniem substancji utle
nianej. Antyoksydanty mogą reagować z czynnikami inicjują
cymi proces utleniania (w ten sposób działają antyoksydanty 
prewentywne) lub mogą wychwytywać i neutralizować po
średnie produkty oksydacji (antyoksydanty interwentywne)
[25]. Wszystkie substancje przeciwdziałające stresowi oksy
dacyjnemu współdziałają ze sobą tworząc łańcuch układów 
redukująco-utleniających i brak nawet jednego ze związków 
o właściwościach antyoksydacyjnych może być przyczyną 
zaburzenia homeostazy organizmu. Należy jednak odróżnić 
pierwotne przyczyny stresu oksydacyjnego od stresu wywoła
nego brakiem działania (lub wyczerpaniem się) antyoksydan- 
ta. W przebiegu ALS następuje zmniejszenie ilości aktywnej 
formy enzymu antyoksydacyjnego (CuZnSOD), co jest wtórną 
przyczyną stresu oksydacyjnego, obserwowanego w tej cho
robie [21,23]. Wydaje się więc, że agregacja CuZnSOD nie jest 
jedynym czynnikiem prowadzącym do zwiększenia poziomu 
stresu oksydacyjnego towarzyszącego ALS.

W przebiegu innych schorzeń neurodegeneracyjnych też 
stwierdza się znaczny wzrost poziomu stresu oksydacyjne
go [26]. Świadczy o tym między innymi podwyższone stę
żenie końcowych produktów utleniania lipidów (dialdehydu 
malonowego i 4-hydroksy-2-nonenalu) w tkance nerwowej 
pobranej od pacjentów cierpiących zarówno na ALS jak rów
nież na chorobę Alzheimera lub chorobę Parkinsona [26]. 
Wzrostowi poziomu stresu oksydacyjnego w dwóch ostat
nich chorobach nie towarzyszy jednak inaktywacja enzymów 
odpowiedzialnych za neutralizowanie reaktywnych form 
tlenu. W neuronach pacjentów dotkniętych chorobą Alzhe
imera, w  odpowiedzi na rosnące stężenie RFT, obserwuje się 
wręcz wzrost aktywności enzymów antyoksydacyjnych [26], 
Słuszne wydaje się w tej sytuacji poszukiwanie pierwotnej 
przyczyny tłumaczącej wzrost poziomu stresu oksydacyjne
go w omawianych schorzeniach neurodegeneracyjnych, czyli 
zarówno w ALS jak i w  chorobie Alzheimera i Parkinsona.

PRZYCZYNY WZROSTU POZIOMU STRESU 
OKSYDACYJNEGO W OBSZARACH NEURODEGENERACJI

Tkanka nerw ow a jest szczególnie narażona na uszkodze
nia będące efektem stresu oksydacyjnego. Pośrednio wyni
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ka to z olbrzymiego zapotrzebowania układu nerw ow ego 
na tlen. Mózg, który stanowi zaledwie 2% masy ciała doro 
słego człowieka, zużyw a około 20% tlenu pobranego przez 
organizm  [27]. Intensywny metabolizm tlenowy skutkuje 
zwiększoną produkcją RFT powstających jako produkty  
uboczne oddychania komórkowego3 [28], Błony kom órko
w e neuronów  są szczególnie bogate w wielonienasycone 
kwasy tłuszczowe, co czyni je wyjątkowo podatnym i na 
oksydację. Dodatkowo, tkanka nerw ow a w ośrodkow ym  
układzie nerw ow ym  wykazuje słabe właściwości regene
racyjne, co u trudnia jej odbudow ę i praw idłow e funkcjo
now anie po uszkodzeniach wywołanych przez RFT [26], 
Mimo nieustannej ekspozycji na stres oksydacyjny, tkanka 
nerw ow a nie wykształciła skutecznych mechanizm ów m i
nim alizowania jego skutków, w  układzie nerw ow ym  nie 
stw ierdza się bowiem podwyższonego stężenia natural
nych antyoksydantów, które mogłyby kom pensować w yso
ki poziom  RFT [27],

Kluczowych informacji na temat przyczyn podw yższo
nego stresu oksydacyjnego w tkance nerwowej pacjentów 
dotkniętych przez om awiane choroby neurodegeneracyj- 
ne (chorobę Alzheimera, Parkinsona i ALS) dostarczyła 
dokładna analiza złogów białkowych obecnych w  tkance 
nerwowej chorych. U pacjentów dotkniętych chorobą Al
zheim era zaobserwowano podwyższone stężenie jonów 
miedzi, żelaza i cynku w chorobowo zmienionych obsza
rach m ózgu [29], Stwierdzono również zwiększone stężenie 
jonów żelaza w  części zbitej istoty czarnej u pacjentów do 
tkniętych chorobą Parkinsona [30],

Jony miedzi i żelaza mogą szybko zmieniać stopień u tle
nienia (Cu+ U Cu2+, Fe2+ ^  Fe3+). Procesy te są pożądane w 
przypadku działania grup  prostetycznych w licznych enzy
mach, jednak poza enzymami mogą być przyczyną w ytw a
rzania reaktywnych rodników hydroksylowych na drodze 
reakcji Fentona:

H 20 2 + Men+ -  OH- + ‘OH + Me<n+1>+ (2)

Utleniony jon metalu może być regenerowany w reakcji z 
anionorodnikiem  ponadtlenkowym:

0 2-  + Me(n+1)+ -* 0 2 + Men+ (3)

Istnienie dwóch sprzężonych reakcji, w  których jony m e
tali są utlenianie a następnie redukow ane (regenerowane), 
um ożliw ia zachodzenie reakcji Fentona naw et w  obecności 
bardzo niskich stężeń jonów metali [24].

Ze względu na wysoki potencjał utleniania (EOH./H+HO 
=2,31V [31]), powstający rodnik hydroksylowy jest najbar
dziej reaktyw nym  rodnikiem  obecnym w komórkach. Po
nadto, substratem  reakcji Fentona jest nadtlenek w odoru, 
cząsteczka stosunkowo mało reaktywna, ale zdolna do prze
nikania przez błony komórkowe na drodze dyfuzji oraz w 
efekcie transportu  przez kanały w  błonie utw orzone przez

3W  efekcie „wycieku m itochondrialnego", czyli uw alniania z łańcucha 
oddechow ego nie w  pełni zredukow anych cząsteczek tlenu, każdego 
dnia do cytoplazm y dostaje się około 2><1010 reaktyw nych form  tlenu, w  
tym: anionorodnik ponadtlenkow y, rodnik hydroksylow y i nadtlenek 
w odoru  (przybliżone obliczenia dla pojedynczej kom órki szczurzej) 
[28]

akw aporyny [32], Charakter związków biorących udział w 
reakcji Fentona, a więc duża reaktywność rodnika hydrok
sylowego oraz zdolność nadtlenku w odoru do swobodnego 
rozprzestrzeniania się w  organizmie powodują, że reakcja 
ta jest uw ażana za główną przyczynę stresu oksydacyjnego 
obserwowanego w układach biologicznych [24],

ODDZIAŁYWANIE BIAŁEK Z JONAMI 
METALI ZWIĘKSZA WYTWARZANIE 
REAKTYWNYCH FORM TLENU

Szczególnie intensywny przebieg reakcji Fentona w ob
szarach m ózgu objętych neurodegeneracją jest p raw dopo
dobnie efektem niespecyficznego wiązania jonów metali 
przejściowych przez niepraw idłow o sfałdowane białka 
(peptyd A|3 w  chorobie Alzheimera, a-synukleinę w choro
bie Parkinsona i CuZnSOD w ALS) [26], Zidentyfikowanie 
dom en odpow iedzialnych za wiązanie i aktywację jonów 
metali może pomóc w  znalezieniu źródła cytotoksyczności 
wym ienionych białek. Postuluje się istnienie dwóch typów 
miejsc wiązania jonów metali, pierwszy typ nazyw any jest 
osłoniętym miejscem wiązania a drugi miejscem wiązania 
o mniejszym powinowactwie. W zdrowej tkance, następuje 
wiązanie jonów metali w  miejscach osłoniętych białka, co 
zmniejsza praw dopodobieństw o reakcji tych jonów z nad 
tlenkiem w odoru w edług m echanizm u Fentona. W zrost 
stężenia jonów metali w obszarach objętych neurodegenera
cją pow oduje wiązanie tych jonów również przez fragm en
ty białka stanowiące miejsca wiązania o mniejszym pow ino
wactwie. Wiązanie jonów metali w  tych miejscach czyni te 
jony podatnym i na oddziaływanie z tlenem cząsteczkowym 
(z utw orzeniem  anionorodnika ponadtlenkowego lub nad 
tlenku wodoru) oraz na udział w  reakcji Fentona [26].

Wykazano, że zarówno w skład peptydu A|3 jak i białka 
APP w chodzą dom eny wiążące jony miedzi Cu2+. Zw iąza
nie jonu m etalu przez peptyd ułatwia redukcję tego jonu 
[29,33], Donorem elektronów są związki organiczne takie 
jak: kwas askorbinowy, cholesterol czy progesteron. W 
komórkach nerwowych rolę tę mogą pełnić także neuro- 
przekaźniki takie jak dopam ina, L-DOPA, adrenalina, nor
adrenalina i serotonina [34], Kompleksy jonów miedzi C u+ 
z peptydem  Ap mogą reagować z nadtlenkiem  w odoru w 
reakcji Fentona (reakcja I na rycinie 2):

H 20 2 + A p-(C u+) -  OH- + *OH + A p-(C u2+) (4)

Rodnik hydroksylowy może też powstawać wskutek od 
działywania kationów żelaza z peptydem  Ap [29], Jon Cu+ 
związany z peptydem  Ap może również redukować tlen 
cząsteczkowy do anionu ponadtlenkowego 0 2‘" (reakcja II 
na rycinie 2) [26].

Rezultaty badań spektroskopowych struktury kom plek
su peptydu Ap z jonami miedzi wskazują, że za w iązanie 
jonów miedzi przez peptyd Ap odpowiadają reszty amino- 
kwasowe Tyr10, H is6, H is13 i H is14 [35], Wydaje się również, 
że występujące na C-końcu peptydu silnie hydrofobowe 
reszty am inokwasowe Ile41 i Ala42 pow odują zwiększone 
pow inow actw o Api-42 do jonów miedzi, ponieważ uła
twiają one peptydow i przyjęcie optymalnej konformacji dla 
wiązania jonów tego metalu. W efekcie, forma 42-amino-
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Rycina 2. W ytw arzanie reaktyw nych form  tlenu w  efekcie oddziaływ ania jonów m iedzi z pep tydem  Ap. I. W ytw a
rzane rodnika hydroksylow ego w reakcji Fentona z udzia łem  kom pleksów Ap-Cu+; II. Redukcja tlenu cząsteczkowe
go do anionorodnika ponadtlenkow ego 0 2'~ w  obecności Ap-CiT; III. D w uelektronow a redukcja tlenu cząsteczko
wego do nadtlenku w odoru  z w ytw orzeniem  rodnika pep tydu  Ap (kompleks A P '-C u 2+). Stres oksydacyjny będący 
skutkiem  nadm iernego w ytw arzania RFT przez jony m iedzi zw iązane z peptydem  Ap m oże prow adzić do śmierci 
kom órek w tkance nerwowej pacjentów dotkniętych chorobą Alzheimera. Jony metali m ogą być rów nież w iązane 
przez a-synukleinę w  chorobie Parkinsona i CuZnSOD w  ALS. Rycinę w ykonano w  oparciu o [26,34,35].

kwasowa peptydu Ap wykazuje większą cytotoksyczność 
niż Api-40 [36],

Kompleks A[3-(Cu2+) może pośredniczyć w przekazy
waniu elektronów z czynnika redukującego (np. wymie
nionych powyżej związków organicznych) przekształcając 
cząsteczkę tlenu do nadtlenku w odoru (reakcja III na ry
cinie 2) [26,35], Reakcja zachodzi w przestrzeni zewnątrz- 
komórkowej, ale powstały nadtlenek w odoru może dyfun- 
dować przez błonę kom órkową do wnętrza komórki [32], 
Zgodnie z zaproponow anym  przez Barnhama i Haeffnera 
mechanizmem, elektron ze związku organicznego (kwasu 
askorbinowego) jest przenoszony za pośrednictwem reszty 
tyrozynowej peptydu Ap (Tyr10) kolejno na Cu2+ i cząstecz
kę tlenu, co prowadzi do utworzenia anionorodnika ponad
tlenkowego. Następnie, w efekcie jednoczesnego przenie
sienia protonu z H 30 + i atom u w odoru z tyrozyny w pozycji 
10 na anionorodnik ponadtlenkowy, powstają H 20 2, H 20  i 
rodnik tyrozylowy [35]. Reakcja między dwom a rodnikami 
tyrozylowymi może prowadzić do utworzenia dimeru pep 
tydu Ap, połączonego wiązaniem kowalencyjnym. Wiąza
nie to jest odporne na proteolizę i może stabilizować formy 
oligomeryczne peptydu, jak również złogi amyloidowe, 
obecne w tkance nerwowej pacjentów dotkniętych chorobą 
Alzheimera [37],

Podobnie jak peptyd Ap, cząsteczka a-synukleiny po
siada miejsca wiązania jonów metali o niskim powinowac
twie. Jony metali związane przez cząsteczkę a-synukleiny 
intensywnie uczestniczą w reakcji Fentona, a w obecności 
jonów miedzi i żelaza obserwuje się zwiększoną agrega
cję tego białka. Ponieważ a-synukleina wpływa na proces 
grom adzenia dopam iny w pęcherzykach transportujących, 
inaktywacja tego białka na drodze agregacji może prow a
dzić do wzrostu stężenia dopam iny w  cytoplazmie [26]. 
Równoczesny wzrost stężenia jonów metali i dopam iny w 
neuronach istoty czarnej, charakterystyczny dla choroby 
Parkinsona, prowadzi do intensywnego tworzenia kom 
pleksów tego neuroprzekaźnika i jonów metali. Dopamina 
zw iązana z jonem metalu przejściowego ma właściwości 
prooksydacyjne. Przeniesienie elektronu z dopam iny na jon

metalu umożliwia jego regenerację, 
niezbędną do zajścia kolejnego cy
klu reakcji Fentona [26].

Podwyższony poziom stresu 
oksydacyjnego, którego przyczyną 
jest wiązanie jonów metali przez 
nieprawidłowo sfałdowaną dys- 
m utazę ponadtlenkow ą stw ierdzo
no również w przebiegu stw ard 
nienia zanikowego bocznego [38]. 
Mutacje w  genie CuZnSOD prow a
dzące do rozwoju rodzinnej postaci 
ALS mogą powodować wiązanie 
jonów miedzi w  miejscach pier
wotnie przeznaczonych do w iąza
nia jonów cynku [26], Wydaje się, 
że białka, których niepraw idłow e 
fałdowanie leży u podłoża chorób 
neurodegeneracyjnych (peptyd Ap,

--------------------------------  a-synukleina i CuZnSOD) mogą
niespecyficznie wiązać jony metali 

i w ten sposób zwiększać intensywność reakcji Fentona, jak 
również katalizować redukcję tlenu do anionorodnika po 
nadtlenkowego lub nadtlenku w odoru. W efekcie, następu 
je wzrost poziom u stresu oksydacyjnego w tkance nerw o
wej, który może prowadzić do uszkodzenia a naw et śmierci 
neuronów  (Ryc. 2) [26].

OCHRONNY POTENCJAŁ NEUROPRZEKAŹNIKÓW 
KATECHOLAMINOWYCH

Konsekwencją śmierci komórek nerwowych w przebiegu 
chorób neurodegeneracyjnych jest lokalny spadek stężenia 
neuroprzekaźników  katecholaminowych, które są norm al
nie uwalniane w synapsach. Prowadzi to do dram atycznego 
obniżenia efektywności przekazywania im pulsów nerw o
wych. Zmniejszenie stężenia katecholamin może również 
skutkować przyspieszeniem procesów neurodegeneracyj
nych. Wyniki doświadczeń mających na celu określenie 
w pływ u neuroprzekaźników  katecholaminowych na różne 
typy komórek nerwowych, wskazują na antyoksydacyjne 
działanie tych związków. W ykazano, że noradrenalina, do 
pam ina i jej prekursor — L-DOPA (w stężeniach < 10 jiM), 
zwiększają przeżywalność hodow anych in vitro neuronów  
dopaminergicznych, które wyizolowano ze śródm ózgow ia 
szczura. W ymienione neuroprzekaźniki zmniejszają stęże
nie RFT w tych komórkach nerwowych [39], Zaobserw ow a
no, że podobny efekt m ożna osiągnąć stosując kwas 6-hy- 
d roksy -2 ,5 ,7 ,8 -te tram ety lochrom anylo-2-karboksy low y 
(Trolox, rozpuszczalny w wodzie analog a-tokoferolu), 
którego działanie polega przede wszystkim na zapobiega
niu peroksydacji lipidów. Prawdopodobnie, katecholaminy 
również zapobiegają utlenianiu lipidów wchodzących w 
skład błon kom órkowych neuronów  [39], Tezę tę potw ier
dzają wyniki doświadczeń, w  których stw ierdzono ham o
wanie procesu utleniania kwasu linolowego w obecności 
dopam iny i noradrenaliny [40]. W ykazano również, że 
noradrenalina i dopam ina oraz kwas hom owanilinowy i 
kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy (produkty katabolizmu 
dopam iny katalizowanego przez MAO i COMT) obniżają 
poziom stresu oksydacyjnego w  homogenacie uzyskanym
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z m ózgów szczura [41]. Zatem aktywność anty oksydacyj
na neuroprzekaźników  katecholaminowych ujawnia się 
zarów no w  prostych układach modelowych (peroksydacja 
kwasu linolowego) jak i w doświadczeniach prow adzonych 
na liniach komórkowych [39,41],

N europrzekaźniki katecholaminowe mogą zapobiegać 
śmierci komórek nerwowych na drodze apoptozy. W yka
zano, że w zrost przeżywalności neuronów  śródmózgowia 
w obecności katecholamin (w stężeniu niższym niż 10 pM) 
może wynikać z zaham owania aktywności proapoptotycz- 
nej kaspazy-8 [39], Potwierdzają to wyniki doświadczeń 
przeprow adzonych przez Iacovitti i w spółpracowników 
[42] z użyciem neuronów  prążkowia myszy traktowanych 
niskimi stężeniami dopaminy, L-DOPA, adrenaliny lub 
noradrenaliny (5-20 pM w przypadku dopam iny i 10 pM 
dla pozostałych neuroprzekaźników). Gęstość kultur neu 
ronów prążkow ia (które nie zawierają komórek glejowych), 
hodow anych w nieobecności katecholamin, systematycznie 
maleje. Praw dopodobnie komórki te obumierają na drodze 
apoptozy, o czym świadczy obecność skondensowanego i 
pofragm entowanego DNA. W obecności katecholamin pro 
ces ten jest zaham owany [42],

W stępne wyniki testów klinicznych sugerują, że zwięk
szenie poziom u katecholamin w mózgu poprzez zaham o
wanie procesów ich degradacji może opóźnić rozwój cho
rób neurodegeneracyjnych. Terapeutyczny efekt zaobser
w owano u pacjentów cierpiących na chorobę Alzheimera 
[43-45] lub chorobę Parkinsona [46], którzy otrzymywali 
L-deprenyl (inaczej selegilinę), selektywny inhibitor MAO. 
Podawanie L-deprenylu powoduje wzrost stężenia neuro 
przekaźników katecholaminowych w tkance nerwowej. W 
efekcie terapii L-deprenylem u osób cierpiących na chorobę 
Alzheimera zaobserwowano zmniejszenie zaburzeń proce
sów poznawczych [44], opóźnienie momentu, w  którym  po
jawiają się problemy z wykonywaniem  codziennych czyn
ności oraz wzrost przeżywalności chorych [43,45]. Z kolei 
u pacjentów dotkniętych chorobą Parkinsona odroczony 
zostaje moment, w  którym niezbędne jest podanie L-DOPA 
[46]. L-DOPA jest prekursorem  dopaminy, który w przeci
wieństwie do dopam iny może być wchłaniany z krwi do 
mózgu (czyli przechodzi przez barierę krew-mózg). Doust
ne podaw anie L-DOPA jest najpopularniejszą terapią cho
roby Parkinsona, stosowaną od końca lat 60. Substancja ta 
jest podaw ana wraz z karbidopą (zapobiegającą rozkłado
wi L-DOPA w tkankach obwodowych) w leczeniu sym p
tom atycznym zaawansowanej choroby Parkinsona, która 
charakteryzuje się dram atycznym  obniżeniem poziomu 
dopam iny w tkance nerwowej. Ze względu na liczne obja
wy uboczne towarzyszące długotrwałej terapii z zastosowa
niem L-DOPA (w tym dram atyczne pogorszenie się spraw 
ności motorycznej pacjentów), celowe jest jak najdłuższe 
odroczenie momentu, w  którym niezbędne jest podanie tej 
substancji [46].

Wyniki cytowanych powyżej badań wskazują na ochron
ne (prawdopodobnie antyoksydacyjne) właściwości katecho
lamin. Zgodnie z hipotezą Liu i Mori katecholaminy i pro
dukty ich degradacji obecne w tkance nerwowej mogą nawet 
stanowić wewnętrzny system ochronny mózgu przeciwko 
stresowi oksydacyjnemu [41]. Jak już wspomniano wcześniej,
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tkanka nerwowa, mimo szczególnej podatności na uszkodze
nia będące efektem stresu oksydacyjnego, nie wykształciła 
specyficznych mechanizmów zapobiegania jego skutkom 
[27], Wydaje się jednak, że takim unikalnym mechanizmem 
może być właśnie obecność katecholamin [41].

KATECHOLAMINY JAKO ANTYOKSYDANTY 
MAŁOCZĄSTECZKOWE

Mimo obiecujących w yników  dośw iadczeń prow adzo
nych na liniach kom órkowych [39,42] i testów klinicznych 
[43-45], podczas których zapobiegano procesom rozkładu 
katecholamin w  tkance nerwowej, nie wyjaśniono m echa
nizm u ochronnego działania tych związków w stosunku 
do komórek nerwowych. Praw dopodobnie działają one jak 
małocząsteczkowe antyoksydanty interwentywne, bezpo
średnio reagujące z wolnym i rodnikami. Weryfikacja do
niesień o neutralizowaniu wolnych rodników  przez kate
cholaminy wym aga jednak przeprow adzenia doświadczeń 
wykorzystujących układy modelowe, takie jak np. hom o
geniczne lub heterogeniczne roztw ory (w tym  emulsje lipi
dowe, będące najprostszym m odelem  błony komórkowej). 
Badania takie umożliwią monitorowanie kinetyki reakcji 
katecholamin z rodnikam i i potw ierdzą bezpośrednie od 
działywanie między tymi indyw iduam i chemicznymi. Z tej 
perspektywy, niezwykle interesujące są wyniki opubliko
wane w 2001 roku przez Sofica i współpracowników [47], 
którzy zbadali oddziaływanie m iędzy neuroprzekaźnikam i 
katecholaminowymi (dopaminą, L-DOPA, adrenaliną i nor
adrenaliną) oraz rodnikam i nadtlenkow ym i i hydroksy
lowymi. Doświadczenia, w  których wykorzystano te dwa 
rodzaje rodników są szczególnie istotne dla zrozumienia 
procesów zachodzących w komórkach nerwowych.

Rodniki nadtlenkowe (LOO*) powstają w  efekcie reakcji 
łańcuchowych, w  których biorą udział cząsteczki lipidów — 
biomolekuł szczególnie podatnych na utlenianie pod wpły
wem RFT [50], Mechanizm rodnikowej peroksydacji został już 
opisany w  jednym z artykułów zawartych w tym zeszycie Po
stępów Biodiemii [48], Ze względu na dużą podatność lipidów 
na utlenianie, obecność końcowych produktów ich utleniania 
jest dogodnym markerem stresu oksydacyjnego. Postępowi 
chorób neurodegeneracyjnych towarzyszy wzrost stężenia 
produktów utleniania lipidów w tkance nerwowej pacjentów
[26]. Niekontrolowane utlenianie lipidów błonowych może 
prowadzić do uszkodzenia integralności błon komórkowych 
i, ostatecznie, do śmierci komórki. Ochronne działanie ka
techolamin w  stosunku do neuronów może polegać przede 
wszystkim na neutralizowaniu rodników hydroksylowych i 
nadtlenkowych, co jest zgodne z przewidywaniami Troade- 
ca i współpracowników [39], Tezę tę potwierdziły wyniki 
doświadczeń Sofica i wsp. dowodzące, że katecholaminy są 
bardziej efektywne w unieszkodliwianiu rodników LOO' niż 
glutation i Trolox. Natomiast w  reakcji z rodnikami hydrok
sylowymi katecholaminy wykazują większą aktywność niż 
glutation, ale mniejszą niż Trolox. Sofie i współpracownicy 
zwrócili również uwagę na prooksydacyjne działanie katecho
lamin w obecności Cu2+ (ale bez nadtlenku wodoru). Prawdo
podobnie katecholaminy wiążą jony Cu2+ tworząc kompleksy 
bardzo podatne na reakqe utleniania i redukcji [47], W tej sa
mej pracy monitorowano przebieg reakcji katecholamin z rod
nikami 'O H  i LOO* pośrednio, w  oparciu o zanik intensyw
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ności fluorescencji (3-fikoerytryny. Taka metoda pomiaru nie 
jest jednak dowodem na bezpośrednią reakcję katecholamin 
z neutralizowanymi rodnikami. Więcej informacji dostarczają 
pomiary spadku stężenia modelowego rodnika wychwyty
wanego przez związek o potencjalnych właściwościach anty- 
oksydacyjnych, lub pojawianie się sygnału od powstającego 
w reakcji rodnika antyoksydanta. Szczególnie interesujące są 
wyniki eksperymentów przeprowadzonych przez Cosa i Sca- 
iano, w których monitorowano stopniowy przyrost stężenia 
rodnika semichinonu powstającego w efekcie oderwania ato
m u wodoru od katecholaminy [49], W badaniach użyto nad
tlenku di-ferf-butylu (t-BuO)2, który poddawany był laserowej 
fotolizie do rodników t-butoksylowych (t-BuO’). Wykazano, 
że rodniki te mogą być bezpośrednio neutralizowane przez 
adrenalinę (Adr-OH) w wyniku oderwania atomu wodoru z 
utworzeniem rodnika semichinonu (A dr-0‘):

(5)

W przedstawionej reakcji atom w odoru  jest odryw any 
od grupy hydroksylowej w cząsteczce katecholaminy, co 
jest zgodne z w nioskam i wynikającymi z dośw iadczeń 
przeprow adzonych przez Sofica [47] oraz z p rzew idy 
waniam i term odynam icznym i [50,51]. Dla antyoksyda- 
cyjnych właściwości katecholam in kluczowe znaczenie 
ma ugrupow anie katecholowe (zawierające dwie wolne 
grupy hydroksylow e położone w pozycji orto- w pierście
niu benzenowym ). Zablokowanie naw et jednej g rupy hy 
droksylowej (poprzez metylowanie) pow oduje znaczny 
spadek aktywności anty oksydacyjnej [47], W niosek ten 
jest zgodny z wynikam i testów prow adzonych przez Tro- 
adeca i w spółpracow ników  na liniach komórkowych: silne 
działanie antyoksydacyjne w ykazują tylko te związki, któ 
re zawierają ugrupow anie katecholowe [39], Prekursory i 
m etabolity katecholamin nie posiadające dw óch wolnych 
grup  hydroksylow ych przy pierścieniu benzenow ym  nie 
w ykazują takich właściwości. U grupow anie katecholowe 
jest kluczowe dla antyoksydacyjnego działania katechola
min, poniew aż trwałość rodnika fenoksylowego będącego 
pochodną katecholu jest większa niż rodnika powstałego 
w efekcie oderw ania atom u w odoru  od fenolu, który za
w iera pojedynczą grupę hydroksylow ą. Rodnik fenoksylo- 
wy pow stały z katecholu jest bowiem  stabilizowany przez 
w iązanie w odorow e utw orzone pom iędzy tlenem (posia
dającym jeden niesparow any elektron) i w odorem  z d ru 
giej g rupy hydroksylowej [51,52]. Poniżej przedstaw iono 
struk turę  rodnika fenoksylowego powstałego z cząsteczki 
adrenaliny (Adr-O’):

OH

MECHANIZM NEUTRALIZACJI WOLNYCH 
RODNIKÓW PRZEZ KATECHOLAMINY

Katecholaminy, z racji posiadania grup hydroksylowych 
połączonych z pierścieniem benzenowym, zaliczane są do

fenoli. Wiele związków fenolowych (np. a-tokoferol chro
niący błony komórkowe przed utlenianiem lub zaw arta w 
przypraw ie curry kurkum ina) wykazuje silne właściwości 
antyoksydacyjne. Związki te, nazyw ane antyoksydantam i 
fenolowymi, neutralizują wolne rodniki poprzez przekaza
nie im atom u wodoru, który jest odryw any od reszty hy
droksylowej (fenolowej).

Przeniesienie atomu w odoru z antyoksydanta fenolowego 
(PhOH) na cząsteczkę neutralizowanego rodnika może za
chodzić co najmniej w edług trzech różnych mechanizmów: 
HAT, PCET [53] i SPLET [54-56], które zostały opisane bar
dziej szczegółowo w artykule Kowalewskiej i Litwinienko, 
zawartym w tym numerze Postępów Biochemii [48],

Zazwyczaj kinetyka reakcji antyoksydanta fenolowego z 
rodnikiem jest w ypadkow ym  efektem m echanizm ów HAT 
i SPLET. O tym, który m echanizm będzie kinetycznie bar
dziej istotny (czyli będzie dominował) decydują w arunki re
akcji takie jak polarność i odczyn środowiska, rodzaj rodni
ków i ich elektrofilowość, oraz kwasowość grupy fenolowej 
antyoksydanta. Podstaw ow ą różnicą między m echanizm a
mi HAT i SPLET jest znaczna różnica w  ich szybkościach. 
W rozpuszczalnikach polarnych takich jak etanol, metanol 
czy acetonitryl i w  wysokich wartościach pH  stw ierdza się 
przewagę szybkiego mechanizm u SPLET. W zależności od 
kwasowości środowiska, antyoksydanty fenolowe takie jak 
a-tokoferol, kurkum ina, czy niektóre flawonoidy (w tym 
kwercetyna) reagują w edług mieszanego mechanizmu, 
HAT i SPLET [3,54-56],

Dotychczas nie został określony mechanizm, w edług 
którego następuje przekazanie atom u w odoru lub elektro
nu z neuroprzekaźnika katecholaminowego na cząsteczkę 
neutralizowanego rodnika. Kawashima i współpracownicy 
badając aktywność antyoksydacyjną katecholamin w ace- 
tonitrylu założyli, że reakcja przebiega tylko w edług m e
chanizm u HAT [57], Autorzy nie wzięli jednak pod uwagę 
obecności anionów fenolanowych (PhO~) w układzie reak
cyjnym, więc przedstaw ione w ich pracy wyniki są niew y
starczające do wyciągnięcia wniosków na temat mechani
zm u reakcji. Wyniki doświadczeń w układach homogenicz
nych pow inny być bardzo ostrożnie interpretowane, gdyż 
nie odzwierciedlają specyfiki procesów zachodzących w 
wielofazowych układach naturalnych, w  których procesom 
oksydacji w  pierwszej kolejności ulegają lipidy wchodzące 
w skład błon komórkowych. Procesy rodnikowe zachodzą
ce na granicy faz pom iędzy błoną lipidową a otaczającym ją 
środowiskiem hydrofilowym  odgrywają najważniejszą rolę 
w  organizmie i ich zrozum ienie może być kluczowe dla po
znania m echanizm ów chorób neurodegeneracyjnych takich 
jak choroba Alzheimera, Parkinsona czy ALS.

CZY PRODUKTY OKSYDACJI KATECHOLAMIN 
MOGĄ BYĆ TOKSYCZNE?

Wykazano, że katecholaminy neutralizują takie wolne rod
niki, jak np. rodnik ferf-butoksylowy, stosunkowo stabilny 
rodnik galwinoksylowy i bardzo reaktywny rodnik kumy- 
lonadtlenkowy (kumyloperoksyIowy). Procesy te zachodzą 
w wyniku przeniesienia na te rodniki elektronu lub atomu 
wodoru, oderwanego od cząsteczki katecholaminy [49,57].
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Równocześnie, powstają rodniki fenoksylowe, zwane w tym 
przypadku rodnikami semichinonowymi (np. semichinon 
adrenaliny Adr-O ', zob. równanie 5). Rodniki te mogą na
stępnie ulegać reakcji dysproporcjonowania, prowadzącej do 
regeneracji katecholaminy i utworzenia cząsteczki chinonu 
[49], Obecność semichinonów i chinonów została stwierdzo
na w  tkance nerwowej, a ich powstawanie może być jednym 
z etapów oksydatywnego metabolizmu neuroprzekaźni- 
ków katecholaminowych, którego przebieg jest wspólny dla 
wszystkich związków z tej grupy [49], Proces ten zostanie 
omówiony na przykładzie utleniania dopam iny (Ryc. 3). W 
pierwszym etapie utleniania atom w odoru jest odrywany od 
ugrupowania katecholowego dopam iny (4-(2-aminoetylo) 
benzeno-l,2-diolu, struktura I na rycinie 3), co prowadzi do 
utworzenia rodnika aminosemichinonu (struktura II), z któ
rego, w  wyniku dalszego utleniania powstaje aminochinon 
(4-(2-aminoetylo)benzeno-l,2-dion, struktura III) ulegający 
przegrupowaniu (cyklizacji) do leukoaminochromu (5,6-di- 
hydroksyindolu, struktura IV). Oderwanie kolejnego atomu 
wodoru od leukoaminochromu prow adzi do powstania se- 
michinonu leukoaminochromu (struktura V), który może 
ulec dalszemu utlenieniu do am inochromu (struktura VI) 
lub reakcji dysproporcjonowania z udziałem  innego rodnika 
semichinonowego. Przegrupowanie związku VI prowadzi 
do powstania cząsteczki aminoleutyny (2,3-dihydro-5,6-di- 
hydroksyindolu, VII) [49,58],

Dwie spośród cząsteczek obecnych w szlaku utleniania 
katecholamin, leukoaminochrom i aminoleutyna, zasługują 
na szczególną uw agę ze w zględu na pew ne podobieństwo 
ich struktury do struktury a-tokoferolu (Ryc. 4). a-tokoferol 
zawdzięcza swój silny potencjał antyoksydacyjny relatyw
nie dużej trwałości powstającego rodnika tokoferoksylowe- 
go. Trwałość tego rodnika w ynika ze sprzężenia orbitalu 
elektronowego z atom u tlenu pierścienia heterocyklicznego 
z niesparowanym  elektronem pow stałym  w efekcie ode
rwania atom u w odoru z grupy fenolowej [59], Leukoamino
chrom i am inoleutyna także posiadają w  cząsteczce pierścień 
heterocykliczny z azotem (mającym, podobnie jak tlen, wol
ną parę elektronów). Azot w  pierścieniu heterocyklicznym 
leukoaminochromu i am inoleutyny oraz tlen w pierścieniu 
a-tokoferolu są położone w  taki sam  sposób w stosunku do 
aktywnej grupy fenolowej tych cząsteczek (położenie para). 
Taka struktura sugeruje, że om awiane pochodne dopam iny 
mogą wykazywać silną aktywność antyoksydacyjną, zbli
żoną do aktywności a-tokoferolu. Właściwości antyoksy- 
dacyjne am inoleutyny zostały potw ierdzone przez wyniki

Rycina 3. Utlenianie dopam iny. I. dopam ina (4-(2-aminoetylo)benzeno-l,2-diol); 
II. aminosemichinon; III. am inochinon (4-(2-aminoetylo)benzeno-l,2-dion); IV. 
leukoam inochrom  (5,6-dihydroksyindol); V. sem ichinon leukoam inochrom u; VI. 
aminochrom; VII. am inoleutyna (2,3-dihydro-5,6-dihydroksyindol) [49,58].

doświadczeń z użyciem rodników  t-butoksylowych, które 
są neutralizowane przez am inoleutynę znacznie szybciej 
niż przez adrenalinę [49],

Polimeryzacja aminoleutyny powstałej w procesie utlenia
nia dopaminy prowadzi do utworzenia złogów neuromelani- 
ny, nadającej charakterystyczne, ciemne zabarwienie neuro
nom wchodzącym w skład istoty czarnej śródmózgowia [58]. 
Komórki zawierające neuromelaninę są szczególnie podatne 
na degenerację w przebiegu choroby Parkinsona [60]. Sub
stancja ta w  obecności niskich stężeń jonów metali, takich jak 
Cu2+ i Fe3+, wykazuje właściwości antyoksydacyjne, jednak 
wraz ze wzrostem stężenia jonów tych metali staje się pro- 
oksydantem. Prawdopodobnie, złogi neuromelaniny mogą 
niespecyficznie wiązać jony metali przejściowych zwiększa
jąc szybkość reakcji Fentona. Wzrost stężenia jonów metali 
powoduje również ich wiązanie przez cząsteczki dopaminy, 
co z kolei przyspiesza utlenianie tego neuroprzekaźnika i 
odkładanie wtórnych produktów  jego oksydacji (chinonów 
i semichinonów) w tkance nerwowej [26].

Wydaje się, że gromadzenie produktów utleniania katecho
lamin w komórkach nerwowych może być przyczyną śmierci 
tych komórek, zachodzącej w  obecności wysokich stężeń kate
cholamin. I tak, w  obecności L-DOPA w stężeniu wyższym niż 
100 pM, następuje spadek gęstości hodowli szczurzych komó
rek śródmózgowia, przy czym obumierają przede wszystkim 
neurony dopaminergiczne [61,62]. Na szczególną szkodliwość 
rodników semichinonowych wskazują doświadczenia, w któ
rych wykazano, że rodniki te (powstałe w  procesach utleniania 
dopaminy, L-DOPA, adrenaliny i noradrenaliny) mogą powo
dować utlenianie kwasu askorbinowego i glutationu, jak rów
nież indukować peroksydację lipidów i oksydacyjne uszko
dzenia DNA. Zmniejszenie puli antyoksydantów komórko
wych zwiększa podatność układu nerwowego na uszkodze
nia będące efektem stresu oksydacyjnego, co przyczynia się do 
postępu neurodegeneracji [63]. Również chinony, powstające 
w procesie utleniania semichinonów, mogą przyczynić się do 
wzrostu poziomu stresu oksydacyjnego w tkance nerwowej. 
Prawdopodobnie, chinony oddziałują z jonotropowymi recep
torami glutaminianiu, nazwanymi receptorami NMDA, które 
są obecne w błonach komórkowych neuronów. Receptory te 
mogą być aktywowane poprzez przyłączenie cząsteczki glu-

a - tokoferol

Rycina 4. S truktura  chem iczna leukoam inochrom u, am inoleutyny i a-tokoferolu. 
W szystkie te cząsteczki zawierają w pierścieniu heterocyklicznym  atom  z w ol
ną  parą  elektronow ą (azot lub tlen). Sprzężenie tego orbitalu elektronow ego z 
n iesparow anym  elektronem  pow stałym  w  efekcie oderw ania  a tom u w odoru  z 
g rupy  fenolowej m oże zw iększać trwałość powstającego rodnika fenoksylowego 
[49,59],

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

http://www.postepybiochemii.pl


taminianu lub kwasu N-metylo-D-asparaginowego, NMDA. 
Receptory NMDA są powiązane z kanałami jonowymi prze
puszczalnymi dla jonów wapnia, sodu i potasu. W efekcie 
nadmiernego pobudzenia tych receptorów następuje napływ 
jonów wapnia do wnętrza komórki. W stanie spoczynkowym, 
stężenie jonów wapnia w cytoplazmie jest około 10000 razy 
mniejsze niż w  przestrzeni zewnątrzkomórkowej. Zwiększone 
stężenie wapnia w  komórce prowadzi do aktywacji różnych 
grup enzymów, w tym proteaz, lipaz i endonukleaz, które 
uszkadzają biocząsteczki [62]. Z uszkodzonych neuronów 
może wydostawać się glutaminian powodujący dalsze pobu
dzenie receptorów NMDA.

Katabolizm katecholamin zachodzący pod wpływem en
zymów MAO i COMT również może prowadzić do wzro
stu poziomu stresu oksydacyjnego w komórce. W procesie 
deaminacji katecholamin katalizowanej przez MAO jako 
produkt uboczny wydzielany jest nadtlenek wodoru, który 
może być źródłem reaktywnych form tlenu w  reakcji Fento- 
na. Obecność nadtlenku wodoru przyspiesza również utle
nianie katecholamin do toksycznych rodników semichinono- 
wych, katalizowane przez peroksydazy obecne w komórkach 
nerwowych (Ryc. 5) [63]. Wydaje się, że katecholaminy mogą 
indukować śmierć komórek nerwowych na drodze apopto- 
zy. Wskazują na to wyniki doświadczeń przeprowadzonych 
na komórkach nerwiaka płodowego (neuroblastomy, linia 
Neuro-2A), traktowanych L-DOPA lub dopaminą w stęże
niu wyższym niż 100 pM. W komórkach tych stwierdzono 
podwyższoną aktywność proapoptotycznej kaspazy-3 [64],

Wyniki doświadczeń na liniach komórek nerwowych, które 
poddano działaniu wysokich stężeń katecholamin, świadczą 
o toksycznym działaniu tych substancji [61,62,64], Szkodli
we działanie wysokich stężeń katecholamin zostało zaob
serwowane w badaniach in vivo, które przeprowadzono na 
szczurach. Wykazano, że krótko po podaniu tym zwierzętom 
L-DOPA wzrasta stężenie reaktywnych rodników hydroksy
lowych w istocie czarnej śródmózgowia. Efekt ten nie jest ha
mowany przez podanie L-deprenylu, więc prawdopodobnie 
jest skutkiem utleniania L-DOPA do semichinonów i chino
nów a nie jej rozkładu z udziałem MAO [65]. Wyniki powyż
szych doświadczeń są spójne z niepokojącymi doniesieniami 
na temat skutków długotrwałej terapii L-DOPA, która jest sto
sowana w leczeniu zaawansowanej choroby Parkinsona. Sto-

katecholaminy — ►  Pr°dukty deaminacji
X katecholamin

katecholaminy — --------- ►  semichinony
peroksydaza chinony

utlenianie 
^  antyoksydantów

STRES OKSYDACYJNY komórkowych

ł
śmierć komórek nerwowych

Rycina 5. Stres oksydacyjny jako efekt utleniania katecholam in i ich rozkładu 
(deaminacji) pod w pływ em  MAO. Nadtlenek w odoru, w ydzielany w  procesie 
deam inacji katecholam in przyspiesza utlenianie tych zw iązków  do toksycznych 
sem ichinonów  i chinonów. Rodniki semichinonowe są źródłem  stresu oksyda
cyjnego — indukują  peroksydację lipidów i oksydacyjne uszkodzenia DNA. 
Zmniejszają rów nież pulę dostępnych antyoksydantów  w  układzie nerw ow ym  
(zm odyfikowano w g [63]).

sowanie L-DOPA prowadzi początkowo do poprawy stanu 
zdrowia pacjentów. Niestety, kilkuletnia terapia prowadzi do 
nagłego pogorszenia się stanu zdrowia chorych, pojawiają się 
problemy z poruszaniem, a przede wszystkim dyskineza, czy
li mimowolne chaotyczne ruchy obejmujące kończyny lub całe 
ciało [66,67], Zaprezentowane doniesienia o szkodliwym dzia
łaniu wysokich stężeń katecholamin wskazują na konieczność 
poznania źródeł toksyczności tych substancji i znalezienia me
tod minimalizowania szkodliwych efektów ich działania.

PERSPEKTYWY ZASTOSOWANIA 
KATECHOLAMIN W TERAPII CHORÓB 
NEURODEGENERACYJNYCH

Degeneracja komórek nerwowych w chorobach neurode- 
generacyjnych skutkuje lokalnym obniżeniem stężenia neu- 
roprzekaźników katecholaminowych, które może prowadzić 
do zaburzeń w przekazywaniu sygnałów nerwowych. Spa
dek stężenia katecholamin może również wpływać na przy
spieszenie procesów neurodegeneracyjnych, ze względu na 
potencjalne właściwości antyoksydacyjne tych związków. 
Jednak mimo obiecujących wyników doświadczeń in vitro 
[39,42] i testów klinicznych [43-45], podawanie L-DOPA w 
zaawansowanym stadium  choroby Parkinsona jest obecnie 
jedyną stosowaną terapią choroby neurodegeneracyjnej, któ
ra polega na bezpośrednim podawaniu pacjentom katecho
laminy. Niestety, długotrwała terapia z zastosowaniem L- 
DOPA powoduje dramatyczne pogorszenie się stanu pacjen
tów, prawdopodobnie w  wyniku akumulacji toksycznych 
produktów utleniania katecholamin (chinonów i semichino
nów) w tkance nerwowej [66,67], Toksyczne działanie w y
sokich stężeń katecholamin zaobserwowano w doświadcze
niach z wykorzystaniem linii komórek nerwowych [62,62,64] 
i w badaniach in vivo na zwierzętach [65]. Wydaje się więc, że 
skuteczna terapia z użyciem katecholamin będzie możliwa 
dopiero wtedy, gdy zostaną dobrane substancje regenerujące 
te związki (czyli redukujące rodniki semichinonowe do kate
cholamin). Efekt taki można uzyskać podając katecholaminy 
równocześnie z innymi antyoksydantami, które będą neutra
lizować rodniki semichinonowe poprzez przekazywanie im 
elektronu lub atomu wodoru.

Propozycję stosowania złożonych układów antyoksydan
tów w leczeniu choroby Parkinsona przedstawił Prasad i 
współpracownicy [68], Zasugerowali oni równoczesne poda
wanie L-deprenylu, L-DOPA i mieszanki innych antyoksy
dantów w wysokich stężeniach (m. in. kwasu askorbinowe
go, a-tokoferolu i [3-karotenu). Stosowane antyoksydanty po
winny być tak dobrane, aby neutralizować różne typy wol
nych rodników, zarówno obecne w lipidowym wnętrzu błon 
komórkowych jak i w  cytoplazmie i przestrzeni zewnątrz- 
komórkowej. Autorzy opracowania niestety nie ustosunko
wują się do bezpośredniego oddziaływania antyoksydantów 
z produktami utleniania katecholamin (chinonami i semichi- 
nonami) i do możliwości potencjalnej regeneracji neroprze- 
kaźników katecholaminowych przez te antyoksydanty.

Dotychczas, próbow ano łączyć terapię L-deprenylem 
(która powoduje zwiększenie stężenia neuroprzekaźni- 
ków katecholaminowych w tkance nerwowej) z podaw a
niem a-tokoferolu pacjentom dotkniętym  chorobą Alzhe
imera. Niestety, równoczesne podaw anie L-deprenylu i
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a-tokoferolu nie spowodowało silniejszych efektów tera
peutycznych niż terapia, w której oddzielnie stosowano 
każdy z tych związków. We wszystkich przypadkach ob
serw ow ano wyraźne opóźnienie m om entu, w którym po
jawiają się problemy z w ykonyw aniem  codziennych czyn
ności oraz dłuższą przeżywalność pacjentów. Możliwe, że 
katecholaminy (których stężenie w  tkance nerwowej rośnie 
w efekcie terapii L-deprenylem) i a-tokoferol zapobiegają 
progresji choroby w edług podobnego lub tego samego m e
chanizm u i naw et stosowane oddzielnie zapewniają op ty 
malną skuteczność na danym  etapie rozwoju choroby [43].
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Oxidative stress in the neurodegenerative diseases — 
potential antioxidant activity of catecholamines
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ABSTRACT
Neurodegenerative diseases (e.g. Alzheimer's Disease, Parkinson's Disease and Amyotrophic Lateral Sclerosis), are characterized by the depo
sition of m isfolded proteins (Ap-peptide, a-synucleine and Cu, Zn superoxide dismutase, respectively). Oxidative stress is accompanied by 
the dim inished level of catecholamines in neuronal tissue. Beside their role in transduction of nervous stimuli, catecholamines might act as 
antioxidants. Herein, we focused on the antioxidant activity of catecholamine neurotransmitters — dopamine (and its precursor L-DOPA), 
adrenaline and noradrenaline. There is an increasing evidence that catecholamines might act as scavengers of free radicals and experimental 
data indicate the antioxidant potency of catecholamines. However, the exact mechanism of this action is not defined.
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W ykaz skrótów : 8-OH-dG — 8-hydroksydeok- 
syguanozyna; GSH — zredukow any glutation; 
PBN — N-ferf-butylo-a-fenylonitron; PDs — 
podw ojenia populacji; RFT — reaktyw ne for
m y tlenu; SOD — dysm utaza ponadtlenkow a; 
ERCs — pozachrom osom alne koliste rDNA

STRESZCZENIE

Stres oksydacy jny  jest jedną  z najw ażniejszych  przyczyn procesu starzenia się, rozpatry 
w anego zarów no na poziom ie kom órkow ym , jak  i całego organizm u. Istn ieją  dow ody 

na to, że czynn ik  ten  stanow i także w spó lny  elem ent łączący starzenie się kom órek  i całych 
organizm ów  w yższych z podobnym  procesem  zachodzącym  w  eukario tycznych i p ro k ario 
tycznych organizm ach jednokom órkow ych. Celem  nin ie jszej pracy jes t p rzedstaw ien ie  ak 
tualnego  stan u  w iedzy  na tem at roli stresu  oksydacyjnego w starzen iu  się lu d zk ich  kom ó
rek  som atycznych oraz organizm u człow ieka jako całości, jak  rów nież przedstaw ien ie  tego 
p rob lem u na m odelach jednokom órkow ych  drożdży Saccharomyces cerevisiae oraz bak terii 
Caulobacter crescentus i Escherichia coli.

WPROWADZENIE

W dobie postępującego wzrostu średniej i przewidywalnej długości życia 
mieszkańców krajów uprzemysłowionych (w tym także i Polski), szczególnego 
znaczenia nabrały badania m olekularnych podstaw  procesu starzenia się. Bada
nia te prow adzone są na wielu płaszczyznach organizacji ustroju, tj. na szcze
blu całego organizm u, poszczególnych narządów  i tkanek, jak również kom ó
rek określonych typów. W powszechnej opinii, najatrakcyjniejszym obiektem 
badaw czym  są właśnie modele komórkowe, które umożliwiają wgląd w  istotę 
starzenia się z punktu  w idzenia współczesnej, a więc zaawansowanej bioche
mii, biologii molekularnej i genetyki. D odatkowym  atutem  tych badań jest duża 
różnorodność dostępnych komórek somatycznych (wynikająca miedzy innymi 
z ich niejednolitego pochodzenia embrionalnego), co pozwala na w yodrębnie
nie komórkowo-specyficznych różnic w przyczynowości, mechanice i tempie 
przebiegu tego zjawiska. Jako niezwykle pomocne narzędzie badawcze służą 
także komórki organizmów niższych, zarówno prokariotycznych, jak i eukario
tycznych, które pozwalają prześledzić filogenetyczną mozaikowość (rozumianą 
jako sum ę podobieństw  i różnic) określonych zjawisk związanych z fenomenem 
starzenia się.

WYCZERPANIE ZDOLNOŚCI PODZIAŁOWYCH JAKO 
MIARA STARZENIA SIĘ KOMÓREK CZŁOWIEKA

Badania starzenia się z wykorzystaniem  modeli komórkowych trwają nie
przerw anie już od blisko pięćdziesięciu lat. Punktem  wyjścia do rozw ażań nad 
starzeniem  się komórek stała się obserwacja, że praw idłow e komórki somatycz
ne człowieka mogą podzielić się w w arunkach hodowlanych tylko ściśle ograni
czoną liczbę razy [1]. Ta graniczna liczba podziałów jest cechą charakterystyczną 
poszczególnych typów komórek, a w pływ  na nią ma ich topograficzna lokali
zacja oraz pochodzenie embrionalne. Spośród wszystkich rodzajów komórek 
człowieka, najpopularniejszym obiektem badaw czym  są fibroblasty, których 
relatywnie wysoka aktywność proliferacyjna pozwala na obserwację stopnio
wego spadku tem pa wzrostu hodowli, wchodzenia komórek w  fazę starzenia 
się i towarzyszącej temu charakterystycznej degeneracji [2]. Dzisiaj w iadom o już 
także, że wyczerpywanie możliwości podziałowych jest zjawiskiem dużo bar
dziej uniw ersalnym  i nie kończy się na komórkach organizm ów wyższych. Po
dobne zjawisko zaobserwowano u eukariotycznych, asymetrycznie dzielących 
się pączkujących drożdży Saccharomyces cerevisiae (odzwierciedleniem tego jest 
skończona liczba pączków, które mogą odłączyć się od komórki „matki") [3], 
jak rów nież u prokariotycznych szczepów bakterii Escherichia coli (czemu od 
pow iada obniżenie możliwości podziałowych tych komórek, które dziedziczą 
składniki tzw. „starego bieguna" komórki matki) [4].

Poszukiw ania mechanizmu leżącego u podłoża zapaści proliferacyjnej kom ó
rek człowieka zaowocowały w yodrębnieniem  dw óch podstaw ow ych szlaków 
starzenia się: starzenia replikacyjnego, związanego ze zmianami w budow ie i dłu-
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gości telomerów oraz starzenia przedwczesnego, przebie
gającego bez w idocznych zmian w telomerach [5], Pierwszy 
z wymienionych mechanizmów, charakteryzujący komórki
0 wysokim potencjale proliferacyjnym (np. fibroblasty, któ
re starzeją się po 40-100 podwojeniach populacji; PDs), ini
cjowany jest przez postępującą utratę telomerowych pow tó
rzeń TTAGGG i towarzyszące tem u procesowi otwieranie 
pętlowej struktury telomerów (ang. uncapping). Uważa się, 
że zjawisko to może być wynikiem tzw. „problem u końca 
replikacji" (ang. end-replication problem), tj. niezdolności po- 
limerazy DNA do pełnej syntezy nici potomnej na m atry
cy macierzystej nici opóźnionej [6]. W rezultacie, skrócone
1 „otwarte" telomery odczytywane są przez komórki jako 
sekwencje noszące znam iona rozległych uszkodzeń DNA, 
których odzwierciedleniem jest m.in. obecność tzw. ognisk 
uszkodzonego DNA, tj. obszarów bogatych w ufosforylo- 
waną postać histonu H2A.X (y-H2A.X) oraz białek 53BP1 
i MRE11 [7], Pojawienie się w DNA dużej liczby ognisk 
uszkodzeń zapoczątkowuje kaskadę zdarzeń mających na 
celu trwałe w yprow adzenie komórki z cyklu podziałow e
go. Na tym etapie, efektorami starzenia się są białka p53 i 
p21, które w  zsynchronizowany sposób, za pośrednictwem  
kinazy ATM, blokują cykl mitotyczny komórek przed przej
ściem przez nie punktu  restrykcyjnego G y S  [8].

Zdecydow anie odm ienna jest specyfika starzenia się 
komórek nabłonkow ych i mezotelialnych. Komórki te ce
chują się relatyw nie niewielkimi możliwościami podzia 
łowymi (-10-30 PDs) i starzeją się bez zm ian długości i 
budow y telom erowego DNA [9,10], Jako przyczynę ich 
przedw czesnego zatrzym ania w zrostu uw aża się szcze
gólną wrażliwość na niefizjologiczne w arunki panujące 
w hodow li in vitro, do których zaliczyć m ożna w zrost na 
pow ierzchniach plastikowych (zamiast na elem entach m a
cierzy), brak heterogennych oddziaływ ań z innym i typam i 
komórek, nieadekw atny do rzeczywistych potrzeb skład 
środow iska hodow lanego (czynniki w zrostu, horm ony, 
mikroelementy), czy sukcesywne poddaw anie kom órek 
proteolitycznem u działaniu trypsyny (w trakcie pasażo- 
w ania hodowli) [11], Stres, którego doświadczają komórki 
po przeniesieniu z organizm u do środow iska in vitro wiąże 
się z pojawieniem  rozległych uszkodzeń DNA, zlokalizo
w anych w niespecyficznych, pozatelom erow ych obsza
rach genom u. Głównym  m ediatorem  odpow iedzialnym  
za zatrzym anie progresji cyklu kom órkow ego jest w  tych 
kom órkach białko p l6  [12].

W yodrębnienie dwóch różniących się od siebie mechani
zm ów starzenia się komórek człowieka stało się przesłanką 
do postawienia tezy mówiącej, że rzeczywista natura tego 
procesu oprócz swej zaprogram owanej składowej (zwią
zanej ze stałym, utrw alonym  ewolucyjnie dla danej grupy 
komórek potencjałem proliferacyjnym) zawierać może tak
że silny element stochastyczny, związany z działaniem na 
komórkę określonych stresorów. W tym kontekście, na plan 
pierwszy w ysunął się stres oksydacyjny, którego komórki 
doświadczają zarów no wskutek przewlekłej ekspozycji na 
wysokie, atmosferyczne ciśnienie parcjalne tlenu w hodowli 
in vitro (w miejsce kilkuprocentowej prężności charaktery
zującej tkanki), jak również w  w yniku narastającej w miarę 
starzenia się produkcji reaktywnych form tlenu (RFT) przez 
m itochondria [11,13],
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EGZOGENNY (ŚRODOWISKOWY) STRES OKSYDACYJNY

Stres oksydacyjny oznacza dysproporcję pom iędzy tem
pem  w ytw arzania RFT a ich neutralizacji przez systemy an- 
tyoksydacyjne. W badaniach przeprow adzonych na ludz
kich kom órkach mezotelialnych wykazano, że komórki te 
są bardzo wrażliwe na środowiskowy stres oksydacyjny, 
spow odow any hiperoksją, której ulegają bezpośrednio po 
wyizolowaniu ich z tkanki. Skutkiem tej ekspozycji jest po
jawienie się w  pierwotnych hodowlach znaczącego odsetka 
kom órek noszących fenotypowe oznaki starzenia się, takie 
jak: zwiększenie rozmiarów, obecność (3-galaktozydazy 
związanej ze starzeniem, gromadzenie 8-hydroksydeoksy- 
guanozyny (8-OFl-dG) oraz podw yższona produkcja białka 
p l6  [14]. Co istotne, wczesna protekcja komórek za pom o
cą zmiatacza wolnych rodników, pułapki spinowej N-tert- 
butylo-a-fenylonitronu (PBN) okazała się skutecznie chro
nić hodow lę przed przedwczesnym  pojawieniem się w  niej 
kom órek starych. Efektu takiego nie uzyskano natomiast 
wówczas, gdy zróżnicowane strategie antyoksydacyjne 
(PBN, obniżenie ciśnienia tlenu z 21% do 3%, dodawanie 
procysteiny - prekursora zredukow anego glutationu; GSH) 
zastosowano na dalszych etapach hodowli in vitro. Dane te 
sugerują, że niekorzystny w pływ  środowiskowego stresu 
oksydacyjnego może chronologicznie wyprzedzać skutki 
działania endogennych RFT, a w kontekście ograniczenia 
możliwości podziałowych komórek, może być naw et czyn
nikiem o kluczowym znaczeniu [14].

Przyspieszone starzenie się komórek rosnących w obec
ności wysokiej prężności tlenu nie jest jedynym dow odem  
na egzogenne uw arunkow anie zmian zachodzących w 
komórkach starych. Jak pokazały badania przeprow adzo
ne m.in. na fibroblastach, fenotypowe oznaki starzenia 
się m ożna wywołać w krótkim czasie także w komórkach 
młodych, poprzez poddanie ich działaniu wysokich dawek 
nadtlenku w odoru  [15] lub poprzez podwyższenie ciśnie
nia parcjalnego tlenu do 40% [16]. Co warte podkreślenia, 
wszystkie morfologiczne i czynnościowe cechy starzenia 
się, które m ożna zaobserwować w komórkach eksponow a
nych na środowiskowy stres oksydacyjny są niemal iden
tyczne z tymi, które występują w komórkach starzejących 
się w skutek przebycia określonej liczby podziałów [7].

ENDOGENNY STRES OKSYDACYJNY

W praw dzie przyczyn pow staw ania RFT w komórce jest 
wiele, za najważniejszą uznaje się mitochondrialne procesy 
utleniania komórkowego. W trakcie tych przem ian około 
0,1-4% tlenu nie ulega pełnej redukcji do cząsteczki wody, 
czego skutkiem jest ich „wyciek" z mitochondriów w posta
ci form wolnorodnikow ych [17]. W związku z powyższym, 
w ew nątrzpochodny stres oksydacyjny w komórkach sta
rych jest przede wszystkim  wynikiem zmian zachodzących 
w m itochondriach, do których zalicza się miedzy innymi 
w zrost aktywności enzym ów uczestniczących w transporcie 
elektronów, tj. dehydrogenazy NADH i oksydazy cytochro- 
m u c [18]. Oprócz tego, w mitochondriach komórek starych 
m ożna zaobserwować zjawisko tzw. wstecznej odpowiedzi

STRES OKSYDACYJNY JAKO
INDUKTOR STARZENIA SIĘ
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sygnałowej (ang. retrograde signaling response), które stanowi 
ich reakcję na postępujące zmniejszanie się potencjału błony 
wewnętrznej, a tym samym obniżoną zdolność do genero
wania ATP. Aby przeciwstawić się tym zmianom dochodzi 
do nasilonej biogenezy nowych mitochondriów, czego efek
tem jest dalszy w zrost produkcji RFT [13].

Od pew nego czasu sugeruje się, że RFT m ogą być za 
angażow ane w proces skracania się telom erów , a w yw ie 
rany p rzez  nie w pływ  m oże być naw et silniejszy niż efekt 
zależny od  problem u końca replikacji [19]. Jak w ykaza 
no w p rzy p ad k u  fibroblastów płucnych, hodow anych  w 
obecności 40% prężności tlenu, p rzedw czesnem u starze 
niu się kom órek (zachodzącem u po zaledw ie kilku p o 
działach) tow arzyszy  przyspieszone tem po skracania się 
telom erów , które w zrasta  od wartości około 90 par zasad 
na podział w  w arunkach  norm alnej prężności tlenu, do 
w artości 500 par zasad na podział w  w arunkach  hiperok- 
sji. W w yniku  przyspieszenia procesu destrukcji telome- 
row ego DNA, zatrzym anie  podziałów  m itotycznych w 
obu g rupach  kom órek następuje po osiągnięciu podobnej 
średniej długości telom erów  [16]. Za głów ną przyczynę 
szczególnej w rażliw ości telom erow ego DNA na dzia 
łanie stresu  oksydacyjnego uw aża się niską w ydajność 
układów  napraw czych  w tym  obszarze genom u, co p o 
w oduje grom adzenie  się tam  różnego typu  uszkodzeń, 
szczególnie jednoniciow ych pęknięć DNA. Kum ulujące 
się uszkodzenia  stanow ią fizyczną przeszkodzę dla dz ia 
łania polim eraz, w  w yniku  czego dochodzi do przerw  w 
procesie replikacji i p rzedw czesnego zakończenia synte 
zy nici potom nej. Efektem tego jest skrócenie telom eru na 
dużo w iększą skalę niż w ynikałoby to z sam ego proble 
m u końca replikacji [19,20],

C zynnikiem  o niebagatelnym  znaczeniu dla tem pa 
starzenia się kom órek w w arunkach  stresu oksydacyjne
go jest rów nież odpow iednia  aktyw ność m echanizm ów  
antyoksydacyjnych. D ow odów  na to dostarczyły m.in. 
badania  z zastosow aniem  egzogennych an tyoksydantów  
i zm iataczy RFT, w  obecności których tem po skracania 
się telom erów  w kom órkach ulega spow olnieniu , czemu 
tow arzyszy  w yraźny  w zrost potencjału proliferacyjnego

[20]. W różnicach w spraw ności endogennych  system ów  
antyoksydacyjnych doszukuje się także w yjaśnienia roz 
bieżności w potencjale podziałow ym  określonych typów  
kom órek. Jak w ykazały  badania  porów naw cze dw óch 
p ierw otnych populacji kom órek m ezotelium  o trzew no 
wego, w yższa aktyw ność proliferacyjna kom órek LP-9 
(pochodzących z p łynu  puchlinow ego) w po rów nan iu  z 
kom órkam i HOM Cs (pochodzącym i z sieci większej) ko
reluje z w ysoką aktyw nością dysm utazy  ponadtlenkow ej 
(SOD) oraz w ysokim  stężeniem  GSH w tych pierw szych
[21]. Z kolei, dośw iadczenia  na fibroblastach dow iodły, 
że kom órki pochodzenia skórnego (szczep BJ), p rze 
wyższające sw ym  potencjałem  podziałow ym  fibroblasty 
p łucne (szczep MRC-5), charakteryzują się także w yższą 
aktyw nością pozakom órkow ej dysm utazy  ponad tlenko 
wej (EC-SOD) [22,23]. O prócz neutralizacji RFT p ro d u 
kow anych w kom órkach, w łaściw a aktyw ność system ów  
antyoksydacyjnych odgryw a także duże  znaczenie dla 
odpow iedniej ochrony kom órek przed  stresem  oksyda 
cyjnym pochodzenia środow iskow ego [21] (Ryc. 1).

STRES OKSYDACYJNY W MODELACH 
STARZENIA SIĘ ORGANIZMÓW NIŻSZYCH

DROŻDŻE PIEKARNICZE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Choć wydaw ać by się mogło, że zjawisko w yczerpyw a
nia się potencjału podziałowego komórek wskutek proce
sów zachodzących w ich w nętrzu, utożsam iane obecnie z 
procesem starzenia się, zostało opisane po raz pierwszy w 
oparciu o badania fibroblastów płucnych człowieka [1], w 
rzeczywistości dokonano tego wcześniej na m odelu droż
dży piekarskich S. cerevisiae. Wówczas to, Mortimer i John- 
ston zasugerowali, że długość życia tego jednokom órko
wego eukarionta może być determ inow ana liczbą komórek 
potom nych (tzw. pączków), które mogą być w ytw orzone 
przez komórkę matkę. Badacze ci poddali pod dyskusję 
fakt, że ograniczone możliwości podziałowe drożdży mogą 
być pochodną nagrom adzenia się schitynizowanych blizn 
podziałowych, które ograniczają pole powierzchni kom ór
ki dostępnej do pow staw ania kolejnych pączków [24], Po
mimo, iż teoria ta została w  późniejszych latach odrzucona 

[25], a gromadzenie się blizn zostało zin
terpretow ane jako jeden ze skutków sta
rzenia się komórki, drożdże piekarskie 
dołączyły do ścisłej czołówki organi
zm ów modelowych wykorzystywanych 
w  badaniach procesu starzenia się.

W ażną cechą S. cerevisiae jest ich 
dw oista  natu ra  w  odniesieniu  do zja
w isk zw iązanych z regulacją w zrostu  i 
s tarzenia się. Z jednej strony bow iem , 
kom órki d rożdży  w ykazują szereg po 
dobieństw  z kom órkam i organizm ów  
w yższych (w tym  człowieka), a z d ru 
giej, posiadają zestaw  specyficznych 
właściwości, wynikających choćby z 
tego, że pojedyncza kom órka jest za 
razem  pełnow artościow ym  o rgan i
zm em . W optym alnych w arunkach  
w zrostu , wynikających w głównej
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Rycina 1. N ajważniejsze w ykładniki stresu oksydacyjnego, biorące udział w  procesie starzenia się kom órek 
człowieka, drożdży  S. cerevisiae i bakterii E. coli.
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mierze z dostępności składników  odżyw czych w pożyw 
ce hodow lanej, zdolność reprodukcyjna S. cereuisiae w aha 
się od 10-50 podziałów , przy czym  w artość ta jest cechą 
charakterystyczną danego szczepu [3]. Istotne jest jed 
nak to, że w  trakcie asym etrycznego podziału  kom órki 
drożdży , niezależnie od liczby przebytych ru n d  p o d z ia 
łow ych przez kom órkę m atkę, replikacyjny czas życia no 
w opow stałego  pączka ulega w yzerow aniu  (tzw. zjawisko 
resetu replikacyjnego), co um ożliw ia m u odbycie pełnej 
liczby przypisanych  danem u szczepow i podziałów  [26],

Drożdże starzeją się w  sposób niezależny od telomerów, 
czego główną przyczyną jest aktywność telomerazy, odbu 
dowy wującej ubytki w  telom erowym  DNA [27], Co cieka
we, komórki, u których proces skracania się telomerów w y
wołano sztucznie, poprzez mutację genu tTLCl, kodującego 
jedną ze składowych telomerazy, charakteryzują się zwięk
szonymi możliwościami podziałowymi w porów naniu ze 
szczepem dzikim [28]. Uważa się, że jedną z przyczyn tego 
zjawiska może być działanie obecnego w obrębie telomerów 
białka Sir3p, które w  odpowiedzi na uszkodzenia telome
rów jest uwalniane, a następnie przyłącza się preferencyjnie 
do miejsc noszących znam iona uszkodzeń i uczestniczy w 
ich napraw ie [29].

Według obecnego stanu wiedzy, wyczerpanie zdolno
ści drożdżowej komórki matki do produkow ania nowych 
pączków może być zw iązana z grom adzeniem  się w  niej 
określonego czynnika związanego ze starzeniem (tzw. se- 
nescence factor), który nie jest przekazyw any do komórek 
potomnych lub, jak sądzą niektórzy, jest przekazyw any i 
szybko unieczynniony w tych komórkach [30]. Jako głów
nego kandydata do pełnienia tej funkcji wymienia się po- 
zachromosomalne cząsteczki kolistego rDNA (ERCs), które 
grom adzą się w  kom órkach starych, a ich w prow adzenie do 
komórek młodych wywołuje w nich oznaki przyspieszone
go starzenia się [31]. Jak wykazano, szereg substancji o cha
rakterze utleniaczy m a zdolność indukow ania wewnątrz- 
chromosomalnej rekombinacji DNA, uznawanej za podsta
wę tworzenia ERCs, co wskazuje na przyczynowy związek 
między stresem oksydacyjnym a starzeniem się S. cerevisiae 
[32].

Szczegółowe badan ia  roli stresu oksydacyjnego w sta 
rzeniu  się drożdży  pokazały, że zw iązek m iędzy tym i 
procesam i jest bardzo  silny. Stw ierdzono m.in., że sta 
re kom órki matki, w  odróżnien ia  od kom órek m łodych, 
cechują się w ysokim  poziom em  RFT pochodzenia mi- 
tochondrialnego. Cząsteczki te m ogą stanow ić bezpo 
średnią  przyczynę nasilenia zm ian apopto tycznych  w 
kom órkach, co stanow i jeden z w ykładników  ostatecz
nego w yczerpania  ich zdolności do podziału  [33], Pew ne 
zm iany daje się także zaobserw ow ać w  struk tu rze  m ito- 
chondriów , które w sku tek  działania RFT stają się silnie 
pofragm entow ane. Jak w ykazano, delecja genu DNM1, 
odpow iedzialnego  za ochronę kom órek przed  sygnała 
mi proapop to tycznym i, okazała się zw iększać oporność 
kom órek na działanie RFT oraz w ydłużać ich życie. A na
logiczny efekt zaobserw ow ano w p rzy p ad k u  szczepu 
noszącego m utację genu MDM30, odpow iedzialnego  
za p raw id łow e działanie m itochondriów  w kom órkach 
dzielących się [34], Interesujących danych dostarczyły

także badan ia  m u tan tów  cechujących się n iew ydo lny 
mi m echanizm am i nap raw y  oksydacyjnych uszkodzeń  
DNA. Prace te dow iodły  istnienia zjawiska „błędnego 
koła", polegającego na s tym ulow aniu  generow ania en d o 
gennych RFT przez grom adzące się w  kom órkach, niena- 
praw ione oksydacyjne uszkodzenia  DNA [35]. In teresu 
jąca w  tym  kontekście w ydaje się także sugestia, zgodnie 
z którą, unieczynnienie m itochondriów , będących g łów 
nym  źródłem  RFT w kom órce, m ogłoby w płynąć na p o 
praw ę zdolności podziałow ych d rożdży  [36], Teza ta nie 
znalazła jednak poparcia w  badaniach dośw iadczalnych, 
które pokazały, że długość życia m utan tów  z unieczyn- 
nionym i m itochondriam i, p raw dopodobnie  ze w zg lędu  
na energetyczne w ym agania  enzym ów  antyoksydacyj
nych, jest znacząco ograniczona [37].

Cechą starych kom órek S. cerevisiae jest n ag rom a
dzenie się p roduk tów  oksydacyjnych modyfikacji m a
krocząsteczek, w  tym  DNA (8-OH-dG) i białek (w zrost 
stężenia g rup  karbonylow ych) [38,39], Co ciekawe, gro 
m adzenie  części tych uszkodzeń  m ożna znacząco zm niej
szyć poprzez poddan ie  kom órek restrykcji kalorycznej, 
w yw ołanej zm niejszeniem  stężenia glukozy w pożyw ce 
z 2% do 0,5%. P rocedura ta pozw ala ponadto  u trzym ać 
na stałym  poziom ie stężenie jonów żelaza, k luczow ych 
kofaktorów  reakcji w olnorodnikow ych, których stężenie 
w  kom órkach rosnących w s tandardow ych  w arunkach  
w zrasta  naw et pięciokrotnie. N iebagatelnym  efektem  
stosow ania restrykcji kalorycznej jest także w ydłużenie  
tzw. chronologicznej długości życia kom órek, czyli cza
su przeżycia d rożdży  pozostaw ionych w fazie stacjo
narnej (odpow iednika kom órek postm ito tycznych u or
ganizm ów  wyższych) [39], Jako przyczynę korzystnego 
w pływ u restrykcji kalorycznej uw aża się przesunięcie 
m etabolizm u kom órek z procesów  fermentacji w  stronę 
procesów fosforylacji oksydacyjnej [40]. Taka zm iana 
pow oduje  zw iększenie tem pa transpo rtu  elektronów  i 
w zrost s tosunku  N A D +/N A D H , czego efektem  jest ak
tywacja genu deacetylazy histonowej SIR2 (jej kom pety- 
cyjnym inhibitorem  jest NADH), uczestniczącej w  w yci
szaniu chrom atyny jądrow ej i procesach nap raw  [41,42], 
Jak zasugerow ano jednak  n iedaw no, efekt restrykcji ka
lorycznej u d rożdży  S. cerevisiae m oże być niezależny od 
działania SIR2 i m oże w ynikać z aktywacji innych dróg 
sygnałow ych, np. szlaku TOR [43]. W arto podkreślić, że 
kom órki rosnące w w arunkach  obniżonego stężenia g lu 
kozy w ytw arzają  zdecydow anie  mniej RFT w przelicze
niu na ilość w ykorzystanego  tlenu, co m oże sugerow ać, 
iż przynajm niej część efektów  restrykcji jest zw iązana z 
ograniczeniem  stresu  oksydacyjnego w kom órkach [44],

W ażnym aspektem  w kontrolowaniu poziomu stresu 
oksydacyjnego u drożdży jest aktywność systemów anty
oksydacyjnych. W badaniach wykonanych na szczepach S. 
cerevisiae pozostających w fazie stacjonarnej zaobserwowa
no, iż komórki stare cechują się obniżonym stężeniem GSH 
oraz obniżoną aktywnością enzym ów antyoksydacyjnych, 
w  tym SOD oraz reduktazy i peroksydazy glutationowej 
[38,45]. Zgodne z tymi obserwacjami są wyniki badań na 
m utantach pozbawionych Cu,ZnSOD oraz MnSOD, któ
re cechowały się mniejszą żywotnością w  porów naniu ze 
szczepem dzikim  [46],
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BAKTERIE CAULOBACTER CRESCENTUS 
I ESCHERICHIA COLI

Jeszcze do niedaw na sądzono, że bakterie, będące przed 
stawicielami Procaryota, nie podlegają procesowi starzenia 
się. Tłumaczono to morfologicznie symetrycznym charak
terem podziału komórki bakteryjnej, którego efektem jest 
w ytworzenie dwóch identycznych, i młodych zarazem, 
komórek potomnych. Zgodnie z tą regułą, bakterie można 
by uznać za organizmy nieśmiertelne, pod w arunkiem  za
pewnienia im optym alnych w arunków  wzrostu (substancje 
odżywcze, czynniki wzrostowe, tem peratura, pH, zasole
nie). Jako swego rodzaju wyjątek traktowane były bakterie 
Caulobacter crescentus, cechujące się wyraźnie asymetryczną 
cytokinezą i dimorficznym cyklem podziałowym. U bakte
rii tych, w  w yniku podziału komórki matki, powstaje ru 
chliwa, zaopatrzona w wić komórka potom na (ang. swarmer 
celi) oraz druga, statyczna komórka posiadająca charakte
rystyczną w ypustkę o strukturze kanalikowej (ang. stalked 
celi). Podział chromosomu, i w następstwie całej komórki, 
następuje jednak tylko w tej drugiej formie potomnej, w  
którą różnicuje się także w czasie dojrzewania komórka ru 
chliwa. W związku z tym, nowe pokolenia bakterii powstają 
wyłącznie z komórek posiadających wypustkę, przy czym 
czas potrzebny komórce matce na wytworzenie kolejnych 
generacji wzrasta z każdym  podziałem, co jest utożsam iane 
z jej postępującym starzeniem się [47],

Przełomowe w swej wymowie stały się badania Stewar
ta i wsp. [4], którzy analizując cykl życiowy bakterii E. coli 
zaobserwowali, że choć morfologicznie podział komórki 
wydaje się być symetryczny, to pod względem  czynno
ściowym można dostrzec znaczne zróżnicowanie komórek 
potomnych. Stwierdzono wówczas, że jedna z now opow 
stałych komórek, dziedzicząca elementy tzw. „starego bie
guna" komórki matki dzieli się wolniej, w ytw arza mniej po 
koleń potomnych oraz wykazuje większe ryzyko śmierci od

swego odpowiednika, którego koniec syntetyzowany jest de 
novo w trakcie podziału [4] (Ryc. 2).

Dowodów na ewolucyjną celowość wyodrębnienia się 
asymetrycznego, związanego ze starzeniem się i śmiercią, 
podziału komórki bakteryjnej dostarczyły prace porów nu
jące oba typy podziału (symetryczny i asymetryczny) za po
mocą modeli matematycznych. W ykazały one, że skutkiem 
podziału asymetrycznego (nie tylko morfologicznie, lecz też 
czynnościowo) jest niższa liczebność powstającej populacji, 
przy czym tem po jej wzrostu jest wyższe niż w  p rzypad 
ku podziału symetrycznego. Dane te mogą wskazywać, że 
starzenie się części komórek bakteryjnych wskutek asyme
trii podziału może stanowić przystosowanie populacji do 
przetrw ania w  niekorzystnych w arunkach środowiska, np. 
w w arunkach wysokiego w spółzaw odnictw a o substancje 
odżywcze [48], Także wskutek zadziałania subletalnych da 
wek egzogennych stresorów, przetrw anie populacji bakterii 
może być uw arunkow ane asymetryczną segregacją poten
cjalnych uszkodzeń makrocząsteczek tylko do jednej z ko
mórek potom nych [49],

Pomimo ustalenia, że specyfika podziałów E. coli dopro 
w adza do starzenia się komórek, mechanizm tego zjawiska 
pozostaje nadal niejasny. Dominującym wątkiem badaw 
czym są próby identyfikacji cząsteczek, które dziedziczone 
są w trakcie podziału tylko w linii pochodzącej ze „stare
go bieguna" komórki matki. Uważa się, że należeć do nich 
mogą elementy ściany komórkowej, uszkodzone i/ lu b  tok
syczne fragmenty macierzystego DNA lub zmodyfikowane 
oksydacyjnie białka [4,50], Szczególnie ta ostatnia możli
wość stanowi atrakcyjny punkt wyjścia do rozw ażań nad 
rolą stresu oksydacyjnego w procesie starzenia się E. coli. 
Przem awia za tym także fakt grom adzenia się w starzeją
cych komórkach dzikiego szczepu agregatów zmodyfiko
wanych oksydacyjnie białek, których produkcja ulega zaha
m ow aniu w m utantach o podwyższonej aktywności syste

m ów antyoksydacyj- 
nych [51].

W komórkach or
ganizmów eukario
tycznych, głównym 
źródłem  RFT są mi- 
tochondrialne pro 
cesy redukcji tlenu 
cząsteczkowego ka
talizowane przez en
zymy łańcucha odde
chowego [17]. Choć 
bakterie nie posia
dają mitochondriów, 
dane doświadczalne 
wskazują, że w  ko
mórkach E. coli bli
sko 90% RFT pow sta
je dzięki aktywności 
zlokalizowanych w 
błonie wewnętrznej 
enzymów łańcucha 
oddechowego, a ich 
produkcja jest pro-

Rycina 2. C harakterystyka podziałów  kom órkow ych prow adzących do starzenia się w  kom órkach człowieka, S. cererisiae (podział 
asymetryczny) i E. coli (podział symetryczny). Symetria podziału  kom órki E. coli odnosi się do morfologii kom órek potom nych. Pod 
w zględem  dziedziczenia określonych s truktur i zw iązanych z tym  możliwości funkcjonalnych kom órek potom nych, podział ten m oż
na określić jako czynnościowo asym etryczny (patrz tekst pracy). Elementy kom órki bakterii (podział sym etryczny) wyszczególnione 
kolorem  czerw onym  i zielonym  oznaczają, odpow iednio, struk tu ry  starego i now ego bieguna komórki, dziedziczone przez kom órki 
potom ne podczas podziału  kom órki E. coli.
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porcjonalna do liczby jednostek łańcucha oddechowego 
w komórce [52]. Szczegółowe badania wykazały, że pod 
stawową przyczyną pow staw ania RFT u E. coli są reakcje 
autoutleniania trzech dehydrogenaz: NADH, bursztyniano- 
wej i D-mleczanowej [53]. Co ciekawe, skala produkcji RFT 
w komórkach E. coli wydaje się być porów nyw alna do tej, 
obserwowanej w komórkach ssaków [52], Bakterie te w y 
kształciły także odpow iednie systemy neutralizujące RFT, 
z których najważniejsze to MnSOD (kodowana przez sodA), 
FeSOD (kodowana przez sodB) oraz katalazy HPI i HPII 
(kodowane przez katG i katE) [54], Dowodem w pływ u RFT, 
pochodnych metabolizmu tlenowego, na wzrost E. coli była 
obserwacja, że długość życia dzikiego szczepu utrzym yw a
nego w  w arunkach beztlenowych jest znacząco wyższa w 
porów naniu z komórkami rosnącymi w w arunkach tleno
wych [55]. Z drugiej strony, tem po starzenia się komórek 
nabrało przyspieszenia wskutek pozbawienia ich tetrafosfo- 
ranu guanozyny (pp-Gpp), będącego jednym  z alarmonów 
związanych z odpowiedzią komórki bakteryjnej na działa
nie różnego rodzaju stresorów [56].

Duży wkład w ocenę roli oksydacyjnych uszkodzeń bia
łek w starzeniu się bakterii E. coli mają badania prow adzone 
na komórkach w fazie stacjonarnej, uzyskanej przez u su 
nięcie ze środowiska kluczowych substancji odżywczych. 
W skutek utrzym yw ania kom órek w takich warunkach, za
chodzą w nich zmiany degeneracyjne (określane jako sta
rzenie uw arunkow ane; ang. conditional senescence), których 
efektem jest skrócenie czasu życia komórek (mierzonego ich 
zdolnością reprodukcyjną po przeniesieniu do środowiska 
optymalnego), utrata integralności struktur komórkowych 
oraz śmierć [49], Doświadczenia z wykorzystaniem  fazy 
stacjonarnej pokazały, że w  komórkach ulegających uw a
runkow anem u starzeniu się można zaobserwować wzrost 
zawartości zm odyfikowanych oksydacyjnie białek. Sytuacja 
ta wydaje się o tyle paradoksalna, iż jednym z efektów po 
zostawania komórek w fazie stacjonarnej jest także silna in
dukcja enzym ów antyoksydacyjnych, w tym obu form SOD 
i katalazy. Co więcej, w komórkach pozbawionych natural
nej ochrony antyoksydacyjnej, poziom grup karbonylowych 
jest wielokrotnie wyższy, a wym ieranie m utantów  znacząco 
przyspieszone [55]. W zw iązku z tymi rozbieżnościami po 
wstaje pytanie o rzeczywisty udział RFT i enzym ów anty
oksydacyjnych w grom adzeniu się zmodyfikowanych bia
łek w procesie starzenia się E. coli. Wyjaśnienia tej pozornej 
niespójności dostarczyły doświadczenia z wykorzystaniem  
kom órek traktowanych streptomycyną, czego efektem jest 
wzrost częstości błędów w  procesie translacji białek oraz 
nagrom adzenie grup karbonylowych, bez jednoczesnego 
w zrostu generowania RFT, czy dysfunkcji enzym ów anty
oksydacyjnych [57], Wyniki tych badań sugerują, że rzeczy
wistą przyczyną grom adzenia się w komórkach zmodyfi
kowanych oksydacyjnie białek jest zwiększona produkcja 
polipeptydów  o nieprawidłowej strukturze, cechujących się 
nasiloną podatnością na działanie czynników utleniających 
[56]. Trzeba jednak nadmienić, że oksydacyjne modyfikacje 
białek spow odow ane błędami w translacji są bardziej efek
tem starzenia się E. coli niż jego przyczyną, czego dowodzi 
brak różnic w długości życia m iędzy szczepem dzikim a m u 
tantam i posiadającymi allel rpsL!41, usprawniający funkcję 
rybosom ów i znoszący ryzyko błędnej translacji [58].

Uważa się, że proces starzenia się komórek obserw ow a
ny in vitro może być jednym  z w ykładników starzenia się 
organizm u jako całości in vivo. Związku takiego dow odzi 
m iedzy innymi odw rotna zależność między potencjałem 
podziałowym  komórek a kalendarzow ym  wiekiem ich 
dawcy [59]. Także badania stresu oksydacyjnego związane
go z procesem starzenia się komórek są zbieżne z powszech
nie uznaw aną rolą tego czynnika w kontekście starzenia się 
ustroju. Jako dow ód na to można przytoczyć wzrost stopnia 
oksydacyjnych modyfikacji DNA (np. 8-OH-dG) obserwo
w any u osób starszych. Zaawansowany wiek dawcy komó
rek może także decydować o tempie grom adzenia się tego 
typu uszkodzeń [60].

Jako główną przyczynę grom adzenia się oksydacyjnych 
uszkodzeń DNA w raz z wiekiem uważa się postępującą 
dysfunkcję m echanizmów naprawczych. Przykładem takiej 
sytuacji może być zależny od wieku spadek wydajności sys
temów wycinających błędnie wstawione nukleotydy (ang. 
nucleotide excision repair), który łączy się przyczynowo z ob
niżoną produkcją specyficznych białek biorących udział w 
tym  procesie. W tkance nerwowej starych gryzoni odnoto
w ano natomiast obniżenie efektywności napraw y podwój
nych pęknięć nici DNA za pomocą niehomologicznego sca
lania końców DNA (ang. non-homologous end-joining), zw ią
zane z niewydolnością polimerazy p oraz ligazy DNA. W 
badaniach przeprow adzonych na nicieniach Caenorhabditis 
elegans oszacowano, że zależny od starzenia się organizmu 
spadek zdolności naprawczych DNA może sięgać nawet 
30-50% [61].

W pływ stresu oksydacyjnego na proces starzenia się 
organizm u m ożna także rozpatrywać z punktu  widzenia 
określonych patologii. Jedną z chorób przebiegających w 
w arunkach nasilonego stresu oksydacyjnego i wpływają
cych zarazem na długość życia pacjenta jest cukrzyca. Sza
cuje się, że przew idyw ana długość życia chorych z cukrzycą 
typu 2 (90% pacjentów cierpi na tę odm ianę choroby) skraca 
się o około 5-10 lat. G łówną przyczyną stresu oksydacyjne
go u chorych na cukrzycę są metaboliczne tory przemian 
podw yższonego stężenia glukozy, która podlegając m.in. 
procesom autooksydacji, glikacji i szlaku poliowego staje 
się silnym źródłem RFT [62], W arto jednak zauważyć, że o 
ile w pływ  procesu starzenia się na rozwój cukrzycy typu 2, 
związany ze zmianami wstecznymi w trzustce i rozwojem 
insulinooporności tkanek obwodowych, jest powszechnie 
znany, o tyle zależność biegnąca w przeciwnym kierunku, 
tj. w pływ  cukrzycy na tem po starzenia się nie jest do koń
ca poznany. Istnieje przypuszczenie, że wzrastające wraz z 
wiekiem stężenie glukozy (tempo tego wzrostu szacowane 
jest na około 1-2 m g / dl na dekadę przy pomiarze na czczo) 
może być jedną z wiodących przyczyn dysfunkcji wielona- 
rządowej u osób starszych. Odzwierciedleniem związku 
m iędzy hiperglikemią, cukrzycą i procesem starzenia się, 
stanowiącego podstaw ę tzw. „glukozowej teorii starzenia 
się" jest podobieństwo zaburzeń narządowych (np. zaćma, 
artropatia, miażdżyca) występujących u osób cierpiących na 
cukrzycę oraz osób w wieku podeszłym  [63] (Ryc. 3).

STRES OKSYDACYJNY JAKO ELEMENT ŁĄCZĄCY
STARZENIE SIĘ KOMÓREK I ORGANIZMU JAKO CAŁOŚCI
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PODSUMOWANIE

Rycina 3. Zw iązek m iędzy procesem  starzenia się, hiperglikem ią i rozwojem  cu
krzycy insulinoniezależnej. Strzałki ciągłe oznaczają w pływ  procesu starzenia się 
na  rozwój cukrzycy i jej pow ikłań narządow ych, natom iast strzałki przeryw ane 
- w pływ  upośledzonej gospodarki glukozowej na proces starzenia się.

Zgodne z obserwacjami poczynionymi w skali całego or
ganizm u są także wyniki badań w pływ u podwyższonego 
stężenia glukozy (imitującego w arunki hiperglikemiczne) 
na proces starzenia się komórek in vitro. Antyproliferacyj- 
ne działanie podwyższonego stężenia glukozy wykazano 
m.in. na fibroblastach [64], komórkach śródbłonka naczyń 
[65] i komórkach mezotelialnych [66], Stwierdzono także, że 
fibroblasty wyizolowane od chorych na cukrzycę charakte
ryzują się niższą liczbą osiąganych podziałów, jak również 
przyspieszonym  tem pem  rozwoju fenotypowych oznak sta
rzenia się [64], Doświadczenia przeprow adzone na modelu 
komórek mezotelialnych pokazały natomiast, że tempo sta
rzenia się komórek poddaw anych działaniu glukozy można 
ograniczyć poprzez zastosowanie substancji o charakterze 
antyoksydantów, co potwierdza udział RFT w promującym 
starzenie się wpływie glukozy [67]. W ykazano ponadto, że 
wysokie stężenie glukozy może upośledzać metabolizm 
m itochondriów, czego efektem jest spadek potencjału bło
ny wewnętrznej oraz wzrost biogenezy tych organelli. Co 
istotne jednak, zaobserwowano także istnienie dodatniej 
zależności między ilością wytwarzanych przez mitochon
dria RFT a masą mitochondriów, co oznacza, że produkcja 
RFT w przeliczeniu na jednostkę masy mitochondrialnej w 
komórkach rosnących w obecności podw yższonego i pra 
w idłowego stężenia glukozy jest bardzo podobna. Wynik 
ten nasuw a przypuszczenie, że główną przyczyną zwięk
szonego w ytw arzania RFT w komórkach eksponowanych 
na podw yższone stężenie glukozy jest nie tyle wzrost ich 
uwalniania z m itochondriów per se, co raczej wzm ożona 
biogeneza tych organelli [66],

Rolę stresu oksydacyjnego w procesie starzenia się moż
na rozpatryw ać zarówno na poziomie pojedynczych ko
mórek, jak i całych organizmów. Co więcej, zbieżność tych 
dw óch zjawisk, zbadaną dogłębnie w odniesieniu do komó
rek i/ lu b  organizm ów wyższych, m ożna także uchwycić w 
organizmach eukariotycznych o budow ie jednokom órko
wej oraz prokariotycznych komórkach bakteryjnych. Daje 
to podstaw ę do postawienia tezy, że zarówno stres oksyda
cyjny, jak i proces starzenia się są zjawiskami o charakterze 
uniwersalnym , które w sposób trwały zostały zachowane w 
ewolucji na różnych szczeblach organizacji drzew a filoge
netycznego. Jeśli jest tak rzeczywiście, to szczególnie duże 
oczekiwania m ożna pokładać w badaniach m odelowych or
ganizm ów jednokomórkowych, których relatywnie niedłu
gi czas życia oraz wysoka homogenność populacji (będąca 
przeciwieństwem  naturalnej heterozygotyczności organi
zm ów  wyższych) stanowi szansę m odelowania związków 
przyczynowo-skutkowych łączących te dw a procesy, co po
winno pomóc w  zdefiniowaniu strategii (być może opierają
cych się na nowoczesnych metodach inżynierii genetycznej) 
pozwalających na skuteczną walkę zarówno z fenotypowy- 
mi oznakami starzenia, jak i chorobami związanymi z tym 
procesem.
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Oxidative stress as an universal cause of aging — from human  
somatic cells to the unicellular yeast and bacteria
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ABSTRACT
Oxidative stress is one of the major causes of aging considered at both the cellular and organismal levels. There is evidence that this agent 
may also constitute a common element connecting the aging of cells of higher organisms with a similar process occurring in eukaryotic and 
prokaryotic unicellulars. The aim of this paper was to present the current state of knowledge on the role of oxidative stress in aging of human 
somatic cells, human as a w hole as well as the yeast Saccharomyces cerevisiae and bacteria Caulobacter crescentus, and Escherichia coli.
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Białkowe fosfatazy tyrozynowe — endogenne  
markery stresu oksydacyjnego

STRESZCZENIE

Odwracalna fosforylacja białek strukturalnych i regulatorowych jest w ażnym  m echanizm em  
kontroli w  kom órkach eukariotycznych. Białkowe fosfatazy tyrozynowe regulują ścieżki 

transdukcji sygnału, które kontrolują liczne funkcje kom órek, m.in. proliferację, różnicowanie i 
wzrost. Zaburzenia w  ekspresji kodujących je genów mogą przyczynić się do powstawania m.in. 
now otworów oraz chorób neurodegeneracyjnych i autoim munologicznych. Enzymy te posiadają 
w  centrum  katalitycznym  charakterystyczną sekwencję reszt am inokwasowych, wew nątrz któ
rej znajduje się wrażliwa na u tlenienie reszta cysteiny, w arunkująca aktywność enzym u jedynie 
w  stanie zredukow anym . Odw racalne u tlenienie katalitycznej reszty cysteiny jest głównym  me
chanizm em  regulacji ich aktywności enzymatycznej. Właściwość ta sprawia, że białkow e fosfa
tazy tyrozynow e mogą być uważane za bardzo czule m arkery stresu oksydacyjnego. W ielokrot
nie wykazano, że aktywność białkowych fosfataz tyrozynowych może być zaham ow ana przez 
powstałe w  w arunkach stresu oksydacyjnego reaktyw ne formy tlenu.

WPROWADZENIE

W ostatnich latach wiele uwagi poświęca się roli stresu oksydacyjnego w pa 
togenezie szeregu groźnych chorób. Stres oksydacyjny kojarzony jest z różnymi 
procesami patofizjologicznymi, m.in. powstawaniem nowotworów, chorobami 
układu krążenia, chorobami nerek, czy zmianami zwyrodnieniowymi związany
mi z wiekiem [1], Istnieje wiele danych na temat znaczenia stresu oksydacyjnego 
w rozwoju m.in. choroby Alzheimera oraz innych chorób neurodegeneracyjnych 
[2], jak również w dnie moczanowej, zapaleniu trzustki, miażdżycy [3] a także w 
procesie starzenia się organizmu [4],

Zjawisko stresu oksydacyjnego występuje, gdy dochodzi do zachwiania równo
wagi pomiędzy wytwarzaniem prooksydantów a ich usuwaniem przez ustrojowe 
systemy antyoksydacyjne, na korzyść tych pierwszych. Jest to związane ze wzro
stem poziomu reaktywnych form tlenu, do których zalicza się wolne rodniki, nad
tlenki, tlen singletowy, przekraczającym zdolności kompensacyjne komórek i orga
nizmu, prowadzącym do uszkodzenia struktur i upośledzenia funkcji komórek [5],

ODWRACALNA FOSFORYLACJA

Precyzyjna regulacja aktywności metabolicznej komórki realizuje się poprzez 
kontrolę ekspresji genów oraz konformacji ich białkowych produktów. Jednym z 
kluczowych mechanizmów wpływających na strukturę i funkqę enzymów, uczest
niczących w  przekazywaniu sygnału w komórkach organizmów eukariotycznych, 
jest odwracalna fosforylacja białkowych domen regulatorowych. Uniwersalny cha
rakter odwracalnej fosforylacji wynika m.in. z wysokiej gęstości ładunku elektrycz
nego w przyłączanej grupie fosforanowej, a co za tym idzie możliwości tworzenia 
stabilizujących wiązań wodorowych z otaczającymi ją resztami aminokwasowymi. 
Mechanizm ten pełni istotną rolę w  przekazywaniu sygnału wewnątrz komórki 
oraz sygnalizacji międzykomórkowej. Stan ufosforylowania białek definiuje właści
wości, w  tym aktywność katalityczną enzymów. Modyfikacja stanu fosforylaqi biał
ka może zachodzić spontanicznie lub w  wyniku działania specyficznych enzymów, 
kinaz i fosfataz białkowych. Kinazy białkowe biorą udział w  reakcji przyłączenia 
grupy fosforanowej do niektórych reszt aminokwasowych z wykorzystaniem ener
gii, podczas gdy fosfatazy białkowe hydrolitycznie usuwają grupę fosforanową [6],

Kinazy białkowe przenoszą grupę fosforanową z adenozynotrifosforanu (ATP) 
na specyficzne białka, najczęściej na resztę seryny, treoniny lub tyrozyny. Kowalen
cyjne przyłączenie grupy fosforanowej zmienia konformację białka i tym samym 
jego zdolność do oddziaływania z ligandem. Fosfatazy usuwają grupy fosforanowe, 
przywracając białko do poprzedniej nieufosforylowanej postaci. Tym samym cykl 
fosforylacji/defosforylacji może być traktowany jako molekularny włącznik lub 
wyłącznik (Ryc. 1). Regulacja aktywności białka zachodzi na drodze allosterycznej
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Rycina 1. M echanizm  fosforylacji i defosforylacji reszt tyrozynow ych białek. O d 
w racalna fosforylacja reszt tyrozynow ych białek zachodzi na podstaw ie przeciw 
staw nego działania białkowych kinaz (PTKs, ang. protein tyrosine kinases) i fosfa
taz tyrozynow ych (PTPs, ang. protein tyrosine phosphatases) (na podstaw ie  [14]).

zmiany konformacji, bezpośrednio wpływającej na aktywność 
katalityczną lub powinowactwo względem ligandu [7],

Fosforylacja reszt tyrozynowych białek odgrywa ważną 
rolę w procesach regulacyjnych zwłaszcza dotyczących pro
liferacji i różnicowania komórek, a w konsekwencji tkanek i 
narządów. Ma istotne znaczenie w przekazywaniu sygnałów 
w  komórkach, może wpływać na kształt i ruchliwość komó
rek, przebieg procesów metabolicznych lub transport cząste
czek. Poziom fosforylacji reszt tyrozyny kontrolowany przez 
działające przeciwstawnie białkowe kinazy i fosfatazy tyro- 
zynowe, zależy od aktywności obu tych grup enzymów [8].

ZNACZENIE I FUNKCJE BIAŁKOWYCH 
FOSFATAZ TYROZYNOWYCH

W genomie człowieka można znaleźć 90 genów kodują
cych białkowe kinazy tyrozynowe i 107 genów kodujących 
białkowe fosfatazy tyrozynowe (które stanowią 3% genom u 
kodującego białka). Spośród 90 białkowych kinaz tyrozyno
wych, 85 jest katalitycznie aktywnych, natom iast wśród 107 
białkowych fosfataz tyrozynowych, 81 posiada zdolność 
defosforylacji. Liczba aktywnych katalitycznie kinaz i fos
fataz tyrozynowych jest więc porównywalna, co sugeruje 
podobny poziom złożoności w  obrębie tych dwóch rodzin 
[9]; dodatkow ym  generatorem różnorodności obu grup en
zym ów  są alternatywne promotory, proces alternatywnego 
składania mRNA i modyfikacje potranslacyjne [10],

Wydaje się, że w przeciwieństwie do kinaz białkowych, 
relatywnie mniej miejsca w piśmiennictwie poświęcono fos
fatazom  białkowym (PTPs, ang. protein tyrosine phosphatases) 
[11]. M echanizmy regulacji białkowych fosfataz tyrozyno
wych, będących m odulatoram i sygnalizacji komórkowej, a 
tym sam ym  rozlicznych funkcji komórek są wciąż nie do 
końca poznane i stanowią przedm iot dociekań naukowych 
w  dziedzinie biologii i biochemii komórki. N ieprawidłowe 
działanie tych fosfataz jest bowiem kojarzone z licznymi 
patologiami, w  tym  z procesami nowotworzenia [12], Fos
fatazy te mają też związek z patogenezą chorób m etabo
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licznych i wirusowych [13]. Białkowe fosfatazy tyrozynowe 
są ważne dla praw idłow ego funkcjonowania systemu od 
pornościowego, a zm iany ekspresji kodujących je genów 
mogą być jedną z przyczyn powstawania niektórych no
wotworów, takich jak szpiczak mnogi, chłoniak czy glejak 
[14] oraz chorób autoim m unologicznych np. ciężki złożony 
niedobór im munologiczny (SCID) lub stwardnienie rozsia
ne (SM) [15,16]. Mutacje w  genach kodujących białkowe 
fosfatazy tyrozynowe prow adzą także do rozwoju zespołu 
N oonana — genetycznie uw arunkow anego zespołu w ad 
w rodzonych czy młodzieńczej białaczki szpikowej [17].

KLASYFIKACJA BIAŁKOWYCH 
FOSFATAZ TYROZYNOWYCH

Fosfatazy białkowe w  zależności od specyficzności wzglę
dem  substratu m ożna zaklasyfikować do trzech grup: fosfa
taz serynowo-treoninowych, fosfataz tyrozynowych oraz fos
fataz specyficznych dla reszt tyrozyny oraz seryny/treoniny
[18] (Ryc. 2). W zależności od struktury pierwszorzędowej 
domeny katalitycznej, wyróżnia się cztery klasy białkowych 
fosfataz tyrozynowych. Klasa I, do której należy największa 
liczba fosfataz tyrozynowych, zawiera 38 klasycznych fos
fataz tyrozynowych (ściśle tyrozynowo-specyficznych) oraz 
61 fosfataz dwuspecyficznych. Klasę II w genomie człowieka 
reprezentuje tylko jeden gen kodujący stosunkowo niewielką 
(18 kDa) tyrozynowo-specyficzną fosfatazę LMWPTP. Trzy 
fosfatazy tyrozynowo-treoninowe, pełniące rolę regulatorów 
cyklu komórkowego człowieka, tworzą klasę III [9], Klasa IV 
obejmuje zaledwie cztery fosfatazy tyrozynowe lub seryno- 
wo-tyrozynowe, różniące się od fosfataz innych klas obecno
ścią katalitycznie aktywnej reszty kwasu asparaginowego. 
Enzymy należące do klas I-III charakteryzują się tym, że za
wierają w centrum aktywnym  katalityczną resztę cysteiny. 
Dalsza część tego opracowania dotyczyć będzie właśnie tej 
grupy białkowych fosfataz tyrozynowych [19].

Klasyczne fosfatazy tyrozynowe, należące do klasy I, 
można podzielić na fosfatazy błonowe (zwane także recep
torowymi, ang. receptor protein tyrosine phosphatases, RPTPs) 
oraz na rozpuszczalne fosfatazy cytosolowe (zwane inaczej 
niereceptorowymi lub cytoplazmatycznymi, ang. nonreceptor 
protein tyrosine phosphatases, nr PTPs). Receptorowe fosfatazy 
tyrozynowe najczęściej składają się z dwóch cytoplazmatycz- 
nych domen fosfatazowych, z których jedna, bliższa błonie 
komórkowej, (Dl) odpowiada głównie za aktywność katali
tyczną. Natomiast domena dystalna (D2) pełni zasadniczo rolę 
regulatorową [11], Brak aktywności katalitycznej w domenie 
D2 wynika z mutacji dotyczącej jedynie dwóch reszt amino- 
kwasowych, które z kolei są zachowane w ewolucji w  katali
tycznej aktywnej domenie D l [20]. Strukturalna integralność 
domeny D2 jest jednak ważna dla aktywności, specyficzności 
i stabilności fosfatazy jako całości oraz odgrywa ważną rolę w 
oddziaływaniach białko-białko [10], Cytosolowe fosfatazy ty
rozynowe składają się z pojedynczej zachowanej w ewolucji 
domeny fosfatazowej połączonej ze zmienną sekwencją reszt 
aminokwasowych, regulującą aktywność i wewnątrzkomór
kowy transport enzymu [21], Receptorowe fosfatazy tyrozy
nowe znajdują się przeważnie w  błonie komórkowej, podczas 
gdy niereceptorowe fosfatazy tyrozynowe zlokalizowane są 
w różnych przedziałach komórkowych, m.in. w  cytoplazmie, 
błonie komórkowej i siateczce śródplazmatycznej [22].
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Rycina 2. Podział białkowych fosfataz tyrozynow ych na klasy oraz schem atycznie przedstaw iona budow a każdej z 
fosfataz. Na rycinie przedstaw ione są domeny: D l-katalityczna, D 2-regulatorow a (na podstaw ie [9]).

Domena katalityczna klasycznych białkowych fosfataz 
tyrozynowych zawiera około 280 reszt aminokwasowych 
i posiada kilka krótkich motywów sekwencji, w  szczegól
ności charakterystyczną pętlę wiążącą fosforany, znajdu
jącą się w ew nątrz centrum  aktywnego. Motyw ten charak
teryzuje się sekwencją HCX5R, zawierającą zachowane w 
ewolucji reszty cysteiny i argininy. Katalityczna reszta cy
steiny (w formie zredukowanej) funkcjonuje jako akceptor 
reszty fosforanowej i warunkuje aktywność enzymatyczną. 
Wszystkie enzymy należące do rodziny PTP (z wyjątkiem 
klasy IV) wykazują ten sam dw ustopniow y mechanizm 
katalityczny. W pierwszym etapie następuje nukleofilowy 
atak atomu siarki pochodzącego z katalitycznej reszty cy
steiny na resztę fosfotyrozynową substratu. W ywołuje to 
powstanie przejściowej formy -  reszty fosfocysteiny, która 
w następnym  etapie jest hydrolizowana przy udziale reszt 
glutam iny i kwasu asparaginowego, co ostatecznie pro 

w adzi do uwolnienia grupy fosfo
ranowej [23]. Mutacja powodująca 
zamianę reszty cysteiny znajdującej 
się w  miejscu aktyw nym  na resztę 
innego am inokwasu wywołuje cał
kowitą utratę zdolności katalitycz
nej enzym u [24].

Struktura krystaliczna jednej 
z fosfataz tyrozynowych PTP1B 
(Ryc. 3) pokazuje, że katalityczna 
reszta cysteiny (nukleofil w  proce
sie katalizy) oraz zaangażow ana w 
wiązanie fosforanu reszta argininy 
są zlokalizowane w  niewielkiej od 
ległości i tworzą motyw podobny 
do kołyski, pozwalający na u trzy 
manie grupy fosforanowej substra
tu w  miejscu umożliwiającym atak 
nukleofilowy. Wiązanie w odorow e 
pom iędzy grupą hydroksylową 
reszty seryny (w przypadku fosfa
tazy PTP1B Ser222) a atom em  siarki 
reszty cysteiny dodatkow o stabili
zuje konformację centrum  aktyw 
nego wokół reszty cysteiny wiążącej 
substrat [25]. Znaczącym elem en
tem struktury centrum  katalitycz
nego jest także pętla rozpoznająca 
resztę fosfotyrozynową substratu, 
zawierająca zachowany w ewolucji 
m otyw KNRY (w przypadku PTP1B 
reszty am inokwasowe 43-46). Pętla 
ta determinuje głębokość szczeliny 
centrum  aktywnego oraz oddziału 
je poprzez resztę tyrozyny (Tyr46) z 
pierścieniem aromatycznym reszty 
fosfotyrozyny substratu [26].

INAKTYWACJA BIAŁKOWYCH 
FOSFATAZ TYROZYNOWYCH 
POPRZEZ UTLENIENIE 
KATALITYCZNEJ 
RESZTY CYSTEINY

W centrum  aktyw nym  białko
wych fosfataz tyrozynowych reszta katalitycznej cysteiny 
występuje w  postaci anionu tiolanowego i ze w zględu na 
swoje mikrootoczenie posiada niskie pKi (~5,4), przez co 
jest bardzo wrażliwa na utlenienie. Utlenienie katalitycznej 
reszty cysteiny hamuje zdolność enzym u do defosforylacji 
substratu, polegającej na transferze grupy fosforanowej z 
substratu na katalityczną resztę cysteiny. Zależnie od stop
nia utlenienia, reszta cysteiny w centrum  aktyw nym  może 
przekształcić się w  resztę kwasu sulfenowego (SOH), sulfi- 
nowego (S02H) lub sulfonowego (S03H) (Ryc. 4). Utlenienie 
reszty cysteiny do formy kw asu sulfenowego jest odw racal
ne, albowiem powstały kwas sulfenowy może być reduko 
wany w komórce przez tioredoksynę lub glutation. O dpo 
wiednio wysoki potencjał oksydacyjny środowiska może 
spowodować konwersję reszty cysteiny do nieodwracalnej 
formy kwasu sulfinowego lub sulfonowego [27], Okazuję 
się jednak, że sulfiredoksyna może redukować resztę kwa-
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Rycina 3. S truktura krystaliczna fosfatazy PTP1B. C harakterystyczny d la fosfataz 
tyrozynow ych m otyw  przyjm uje konformację podobną do kołyski i tw orzy p od 
staw ę centrum  aktyw nego (na podstaw ie [25]).

su sulfinowego peroksyredoksyny Tsal w obecności jonów 
m agnezu i ATP [28], Peroksyredoksyna, podobnie jak fosfa
tazy tyrozynowe, zawiera w  centrum  katalitycznym aktyw 
ną redoksowo resztę cysteiny [29].

Odwracalne utlenienie reszty katalitycznej cysteiny jest 
charakterystycznym mechanizmem regulacji białkowych 
fosfataz tyrozynowych. Powrót formy utlenionej do ak
tywnej formy zredukowanej możliwy jest dzięki konw er
sji kwasu sulfenowego do przejściowej struktury sulfeny- 
lamidu. Bliskie położenie reszt histydyny i cysteiny w tej 
strukturze powoduje polaryzację wiązania amidowego, 
umożliwiając atak nukleofilowy atom u azotu reszty seryno- 
wej na atom siarki reszty cysteiny w kwasie sulfenowym. 
Prowadzi to do kondensacji i utworzenia wiązania kowa
lencyjnego pom iędzy atomami siarki i azotu. Sulfenylamid 
może być następnie zredukow any do aktywnej formy anio
nu tiolanowego [30]. Utworzenie sulfenylamidu powoduje 
zmiany konformacyjne w centrum  katalitycznym enzymu, 
co chroni katalityczną resztę cysteiny przed nieodwracal
nym  utlenieniem do kwasu sulfinowego i sulfonowego oraz

ułatwia reaktywację enzym u poprzez działanie biologicz
nych czynników redukujących takich jak tioredoksyna lub 
glutation [31].

Wyniki wielu badań wykazały, że aktywność enzymatycz
na białkowych fosfataz tyrozynowych zależy od poziomu 
stresu oksydacyjnego. Ustalono, że czynniki stresowe tj. nad 
tlenek wodoru, promieniowanie UV, a także szok cieplny po
wodują inaktywację receptorowej białkowej fosfatazy RPTPa
[19]. Stwierdzono inaktywację wielu białkowych fosfataz ty
rozynowych, m.in. PTP1B, CD45, LAR, PTEN, TC45, RPTPa, 
SHP-1, SHP-2, DEP-1 przez nadtlenek wodoru [11,30,32,33]. 
Nadtlenek wodoru jest czynnikiem mogącym powodować 
odwracalne utlenienie reszty katalitycznej reszty cysteiny 
do kwasu sulfenowego, a utracona w ten sposób aktyw
ność enzymatyczna w warunkach laboratoryjnych może być 
przywrócona dzięki reduktorom tioli, takim jak ditiotreitol 
[34,35]. Jednakowoż długotrwała ekspozycja katalitycznej 
reszty cysteiny na wysokie stężenie nadtlenku wodoru, może 
prowadzić do jej nieodwracalnego utlenienia [21,24],

PODSUMOWANIE

Wyniki wielu badań naukow ych sugerują, że produkcja 
reaktywnych form tlenu związana ze stresem oksydacyj
nym, może powodować inaktywację białkowych fosfataz 
tyrozynowych, a odwracalne utlenienie katalitycznej reszty 
cysteiny uznano za główny mechanizm regulacji ich aktyw 
ności [32], Odwracalne utlenienie grupy tiolowej do kwasu 
sulfenowego jest uniwersalnym  systemem kontroli funkcji 
biologicznych wielu białek. Białka zawierające grupy holo
we odgrywają ważną rolę w  sygnalizacji komórkowej (np. 
H-Ras, PTP1B), wiązaniu czynników transkrypcyjnych z 
DNA (np. Nrf-2, NF-kP) i wielu innych procesach regulacyj
nych [36], Już wczesne badania nad enzymami wykazały, 
że niemal połowa z nich jest wrażliwa na utlenienie. Należą 
do nich fosfatazy, kinazy, kaspazy i proteazy, zawierające 
resztę cysteiny w centrum  aktywnym. Wysoka wrażliwość 
białkowych fosfataz tyrozynowych na działanie czynników 
utleniających, a także stosunkowo łatwa detekcja ich aktyw 
ności, pozwala wykorzystać je w charakterze wyjątkowo 
czułych biosensorów poziom u stresu oksydacyjnego.
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Protein tyrosine phosphatases — endogenous markers of oxidative stress
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ABSTRACT
The reversible phosphorylation of structural and regulatory proteins in eucaryotic cells is one of the most important regulatory mechanisms. 
Protein tyrosine phosphatases (PTP) regulate a w ide range of signal transduction pathways that control many cellular processes such as cell 
proliferation, differentiation and growth. Disorder in PTP gene expression is implicated in the developm ent of cancer, autoimmune and neu- 
rodegenerative diseases. The active sites of these enzym es are characterized by the consensus sequence containing cysteine which is essential 
for enzyme activity and highly susceptible to oxidation. Reversible oxidation of the catalytic cysteine is becoming recognized as a general 
mechanism for regulation of PTP enzymatic activity. These findings suggest that protein tyrosine phosphatases may be considered as very 
sensitive markers of oxidative stress. Many studies have demonstrated that the production of reactive oxygen species during oxidative stress 
can inactivate protein tyrosine phosphatases.
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Słow a kluczow e: w olne rodniki, peroksydacja 
lipidów , antyoksydanty interw entyw ne, ak
tywność antyoksydacyjna, fenole

W ykaz skrótów : BDE (ang. Bond Dissocia
tion Enthalpy) — entalpia dysocjacji wiązania; 
ET-PT (Electron Transfer -  Proton Transfer) — 
przeniesienie protonu poprzedzone przenie
sieniem  elektronu; HAT (ang. Hydrogen Atom  
Transfer) — przeniesienie atom u w odoru; KSE 
(ang. Kinetic Solvent Effect) — Kinetyczny Efekt 
Rozpuszczalnikowy; LDL (ang. Low-Density 
Lipoprotein) — lipoproteiny o małej gęstości; 
PCET (Proton-Coupled Electron Transfer) — 
transfer elektronu sprzężony z przeniesieniem  
protonu; SPLET (Sequential Proton-Loss Elec- 
tron-Transfer) — przeniesienie elektronu po
przedzone deprotonacją grupy hydroksylowej; 
TMP (ang. Tocopherol-Mediated Peroxidation) — 
peroksydacja m ediow ana przez tokoferol

Podziękow anie: Praca finansow ana przez 
MNiSW ze środków  na  naukę w latach 2010- 
2011 jako projekt badaw czy N N507 452937.
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STRESZCZENIE

Rodn ik i w ytw arzane podczas stresu  oksydacyjnego reagują z lip idam i b łon  kom órko
wych inicjując peroksydację — proces, w  którym  łańcuch k inetyczny jest p rzekazyw any 

za pośrednictw em  lip idow ych  rodn ików  nadtlenkow ych. W  w y n ik u  zaaw ansow anej perok- 
sydacji błony b iologiczne n ie są zdo lne  do pełn ien ia  funkcji ochronnych i tracą integralność. 
A ntyoksydanty  fenolow e stanow ią system  efektyw nej ochrony błon, jed n ak  ich skuteczność 
zależy od szeregu param etrów , do k tórych należą: stechiom etria  reakcji z w olnym i ro d n ik a 
mi, rodzaj i k inetyka  reakcji następczych jak im  ulega ro d n ik  fenoksylow y, polarność mi- 
krośrodow iska, lokalizacja, stężenie i m obilność cząsteczek antyoksydanta . Na efektyw ność 
dzia łan ia  an tyoksydantów  ma w pływ  także K inetyczny Efekt R ozpuszczaln ikow y oraz m oż
liw e oddzia ływ ania  z innym i an tyoksydantam i. W  pracy om ów iono głów ne m echanizm y re
akcji feno li z w olnym i rodnikam i: jednoetapow e przen iesien ie  atom u w odoru  (HAT), proces 
uzgodnionego  przen iesien ia  e lek tronu  i p ro tonu  (PCET) oraz dw a m echanizm y, w  których 
e lek tron  i pro ton  przenoszone są w  osobnych etapach.

WPROWADZENIE -  AUTOOKSYDACJA LIPIDÓW

Autooksydacja lipidów polega na powolnym  utlenianiu substancji organicz
nych z udziałem  molekularnego tlenu w stanie podstaw ow ym  (trypletowym, 
30 2) w  niskich bądź um iarkow anych tem peraturach [1]. W wysokich tem pe
raturach ta rodnikow a reakcja przebiega bardzo gwałtownie z wydzieleniem 
znacznych ilości energii w postaci światła i ciepła i nazyw ana jest spalaniem. 
Pierwsze prace badawcze nad mechanizmem autooksydacji zostały podjęte w 
latach czterdziestych. XX wieku ze względu na znaczenie przemysłowe tego 
procesu, a szczególnie jego w pływ  na właściwości i trwałość kauczuku, wosków 
i tłuszczów [2,3], dopiero w latach siedemdziesiątych powiązano autooksydację 
z niekorzystnymi procesami przebiegającymi w układach biologicznych. Jedno
cześnie znacznie poszerzyła się w iedza o roli rodników i prekursorów rodniko
wych. W ostatnich 15 latach dw ukrotnie Nagrodę Nobla z medycyny i fizjolo
gii otrzymali badacze procesów o przebiegu rodnikow ym  (Furchgott, Ignarro 
i M urrad w 1998 roku, oraz Bremer, Horovitz i Suito w 2002 roku), a odkrycia 
dotyczące rodnikowych m echanizm ów znanych dotychczas procesów są przyj
m owane z zainteresowaniem i żywo dyskutow ane [4-7]

tlen molekularny 
(stan trypletowy)

anionorodnik
ponadtlenkowy

30 2

+e

o T - ü ü

1o ,

+e

(stan singletowy)

*OOH
rodnik
wodoronadtlenkowy

2 -  + 2H+
anion nadtlenkowy OJ h2o 2

anion tlenkowy (I) O

anion tlenkowy (II) O

+e

2 -

+ H+

2H+

nadtlenek wodoru

OH
rodnik hydroksylowy

HoO
Rycina 1. Przykłady reaktyw nych form  tlenu powstających w 
w yniku redukcji tlenu cząsteczkowego.

Różnym procesom za
chodzącym w organizmach 
żywych towarzyszy pow sta
wanie reaktywnych form 
tlenu (RFT) (Rye. 1) [8], N ad 
mierny w zrost ilości RFT 
jest istotnym zaburzeniem  
równowagi oksydacyjno- 
redukcyjnej i jest nazyw any 
stresem oksydacyjnym. Zja
wisko to może prowadzić do 
zainicjowania autooksydacji. 
Ponieważ produktam i auto 
oksydacji są nadtlenki (ang. 
peroxides), często autooksy
dacja nazyw ana jest perok- 
sydacją, jednak peroksyda
cja jest teminem szerszym, 
obejmującym pow staw anie 
nadtlenków  również w spo
sób nierodnikowy. W tej 
pracy peroksydacja oznacza
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autooksydację lipidów. Peroksydacja jest przyczyną licz
nych zaburzeń w funkcjonowaniu komórek, tkanek, a na
w et całego organizmu. Opisano udział peroksydacji m.in. w 
procesach modyfikacji struktury DNA, uszkodzenia białek, 
błon biologicznych, lipoprotein o małej gęstości (LDL, ang. 
low-density lipoprotein) [9] oraz w kancerogenezie [10,11], 
Stres oksydacyjny powiązano z procesem biologicznego 
starzenia się organizm u [12-16], a także z chorobami taki
mi jak: miażdżyca [17], choroby układu krążenia [18] oraz 
choroby neurodegeneracyjne (choroba Parkinsona [19], 
Alzheimera [20]). Peroksydacja prow adzi do pow staw ania 
nadtlenków  i w odoronadtlenków  będących pod względem  
struktury, polarności i trwałości cząsteczkami różnymi od 
związków wyjściowych (nieutlenionych), co przyczynia się 
do utraty pierwotnej funkcji biocząsteczek. Z drugiej stro
ny, nadtlenki i wodoronadtlenki są produktam i relatywnie 
nietrwałymi, w obecności kationów metali przejściowych 
ulegającymi rozpadow i do form rodnikowych, powodując 
intensyfikację stresu oksydacyjnego. O bydw a aspekty są 
istotne biologicznie, dlatego mechanizm peroksydacji jest 
przedm iotem  ciągłych badań [8].

MECHANIZM PEROKSYDACJI LIPIDÓW

Peroksydacja lipdów to łańcuchowy proces o przebiegu 
wolnorodnikowym, zatem można w  nim wyodrębnić trzy 
charakterystyczne etapy: inicjację, propagację i terminację 
(Ryc. 2) [21], W etapie inicjacji z lipidu, LH, powstaje rodnik 
lipidowy L* w wyniku homolitycznego rozpadu wiązania 
L-H lub w wyniku oderwania atomu wodoru od L-H przez 
rodnik inicjujący, Y \ W rzeczywistości, łańcuch reakcji rodni
kowych może być inicjowany przez światło, promieniowanie 
jonizujące, ciepło, wodoronadtlenki i kationy metali przej
ściowych. Pierwotne pochodzenie rodników Y' w  układach 
nieożywionych jest ciągle dyskutowane, natomiast w orga
nizmach źródłem rodników są m. in. procesy redukcji tlenu 
cząsteczkowego przedstawione na rycinie 1. Autooksydację 
w błonach komórkowych i lipoproteinach mogą inicjować 
enzymy, uwalniając anionorodnik ponadtlenkowy Oz* będą
cy w równowadze ze swoją protonowaną formą, rodnikiem 
wodoronadtlenkowym  (pK( = 4,8): 0 2’ + H + ^  ‘OOH [8]. Z 
kolei przykładem nieenzymatycznej reakcji inicjującej jest 
rozpad nadtlenku wodoru oraz rozkład nadtlenków i w odo
ronadtlenków. W warunkach laboratoryjnych wolne rodniki 
nadtlenkowe (peroksylowe) w  prosty i powtarzalny sposób 
generuje się z molekularnych prekursorów — inicjatorów.

Coraz częściej używane w testach in vitro są azozwiązki 
[22], np. chlorowodorek 2,2'-azobis(2-metylopropionamidu) 
(AAPH), chlorowodorek 2,2'-azobis[2-(2-imidazolin-2-ylo) 
propanu] (AIPH) czy 2,2'-azobis(2,4-dimetylowaleronitryl) 
(AMVN), ze względu na odtwarzalne wartości szybkości 
inicjacji (R). Powstały rodnik L' reaguje bardzo szybko z 
tlenem cząsteczkowym z wytworzeniem rodnika nadtlenko
wego LOO*. Reakcja ta jest w kontrolowana dyfuzyjnie (fc5 
~ 109 M 'V 1). Następujące po niej oderwanie atomu wodoru 
od cząsteczki LH przez rodnik nadtlenkowy zachodzi znacz
nie wolniej i jest krokiem limitującym szybkość propagacji

([kp zależy głównie 
ocł siły wiązania 
C-H). Kinetyka 
tego procesu była 
badana przez In- 
golda i Howarda, 
którzy ustalili, że 
cząsteczki LH two
rzące stabilny rod
nik L’ łatwiej ule
gają autooksydacji 
[23]. Peroksydacja

Rycina 3. Struktury  rodników: pentadienylow ego kwasu linolowego
(2) i allilowego (4) oraz ich prekursorów , odpo- (kwas CZS,cis-9,12-
wiednio: kw asu linolowego (1) i oleinowego (3). oktadekadienowy;

Rycina 2. Kinetyczne etapy autooksydacji.

kwas 18:2) i jego estrów przebiega szybciej (kfj = 31 M 'V 1 [23]) 
niż kwasu oleinowego (kwas 9-oktadekaenowy; kwas 18:1) i 
jego estrów (kfi = 0,9 M 'V 1 [23]), ponieważ w wyniku oderwa
nia atomu wodoru z bis-allilowej grupy metylenowej, CH ,: 
-CH=CH-CH,-CH=CH- (zaznaczona pochyłą czcionką) w y
twarzany jest względnie stabilny rodnik pentadienylowy, o 
wiele trwalszy niż rodnik allilowy, powstający po oderwaniu 
atomu wodoru z którejkolwiek pozycji allilowej: -CH,-CH 
=CH-CH,- podczas peroksydacji kwasu 18:1 (Ryc. 3).

Na rycinie 4 przedstawiono zaproponow any przez Por- 
tera mechanizm autooksydacji linolanu metylu. Głównymi 
produktam i tego procesu są wodoronadtlenki utworzone 
przez addycję tlenu w pozycjach C-9 lub C-13 do rodnika 
pentadienylowego. Izomeria geometryczna produktów  
{trans,cis lub trans, trans) zależy od tego czy reakcja jest kon
trolowana kinetycznie czy termodynamicznie [24], Reakcje 
rodników nadtlenkowych z innymi biocząsteczkami (biał
kami, węglowodanam i, steroidami) oraz powstawanie całej 
gamy produktów  pośrednich i końcowych opisał ostatnio 
Denisov [1] a także Spiteller w dwóch obszernych pracach 
przeglądowych [9,26].

INHIBITORY AUTOOKSYDACJI

Niewielkie ilości reaktywnych form tlenu i azotu są w 
organizmie niezbędne m.in. w walce z czynnikami choro
botwórczymi, a także w procesie przekazywania sygnałów 
[4]. Są one generowane w sposób kontrolowany w takich 
komórkach jak na przykład makrofagi, pneumocyty, oste- 
oblasty czy komórki śródbłonka. W zrost stężenia RFT jest 
zjawiskiem szkodliwym  i jest kinetycznie regulowany przy 
pomocy antyoksydantów  (przeciwutleniaczy). Nazwa ta 
obejmuje różnorodne związki chemiczne, których wspólną
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Rycina 4. M echanizm autooksydacji linolanu m etylu (wg Portera [24]) tłum aczący pow staw anie  sprzężo
nych d ienów  oraz frans-izomerów. Po o derw aniu  a tom u w odoru  od w ęgla  C - l l  rodn ik  ulega izom eryza
cji do struk tu r I-IV. Przyłączenie cząsteczki tlenu do każdego z tych izom erów  prow adzi do  o trzym ania 
rodników  peroksylowych, które m ogą ponow nie ulec rozpadow i z w ydzieleniem  tlenu, lub m ogą ode
rwać a tom  w odoru , tw orząc mieszaninę w zględnie stabilnych 9- i 13-w odoronadtlenków  zawierających 
skoniugow ane (sprzężone) w iązania podwójne. O trzym ane związki w ykazują absorbancję w  234 nm  (dla 
lipidów  trienow ych m aksim um  absorbancji w ynosi 262 nm) [25],

Działanie chelatorów metali przejścio
wych (np. miedzi czy żelaza), zapobiega 
peroksydacji poprzez tworzenie związków 
koordynacyjnych z tymi metalami. Chela- 
torami są białka: transferryna, ferryty na, 
albumina, ceruloplazmina, a także flawono- 
idy [27], Mechanizm ten odgryw a główną 
rolę w ham ow aniu pękania nici DNA [28].

Antyoksydanty interw entyw ne prze
rywają peroksydację na etapie propagacji 
(reakcja 4 na rycinie 2). Przedstawicielami 
tej klasy są związki z grupy fenoli, amin 
aromatycznych, tiofenoli, tioli, niektórych 
węglowodorów (np. terpinowych) [29], Ze 
względu na zróżnicowanie strukturalne, a 
co za tym idzie, różne powinowactwo do 
fazy wodnej i lipidowej, antyoksydanty in
terwentywne mogą być zlokalizowane w 
różnych obszarach komórki.

Reakcje, jakim ulega interw entyw ny an- 
tyoksydant fenolowy przedstaw ione są na 
rycinie 5. Większość antyoksydantów  in- 
terwentywnych neutralizuje rodniki nad 
tlenkowe LOO* poprzez transfer atomu 
w odoru (reakcja 10), tworząc stabilizowany

cechą jest ham owanie utleniania innych substancji, przy ich 
stosunkowo małym stężeniu (w porównaniu z substancją 
utlenianą) [8], Należy w  tym miejscu wspomnieć, że defini
cja antyoksydanta nie jest jednoznacznie ustalona. Począw
szy od najstarszej i najbardziej ogólnej, w której antyoksy- 
dant to „substancja przeciwdziałająca utlenianiu i hamująca 
procesy wyzwalane przez tlen i nadtlenki", poprzez defi
nicję przemysłową: „naturalna lub syntetyczna substancja 
obecna lub w prow adzona do produktu  w  celu przeciw dzia
łania lub opóźnienia jego oksydatywnej degradacji", aż po 
definicję biochemiczno-medyczną, wg której antyoksydant 
to cząsteczka (w tym biocząsteczka/enzym) zdolna do 
przeciwdziałania skutkom  utleniania z komórkach i tkan
kach. Antyoksydanty m ożna podzielić w  oparciu o sposób 
działania na dwie klasy: antyoksydanty prew entyw ne (ang. 
preventive) i interwentywne (ang. chain-breaking).

Antyoksydanty prew entyw ne powodują zmniejszenie 
szybkości inicjowania poprzez eliminację źródeł wolnych 
rodników. Do klasy tej zaliczane są związki reagujące z 
anionorodnikiem ponadtlenkowym , wodoronadtlenka- 
mi (w tym H 20 2), neutralizujące tlen singletowy, 10 2, oraz 
chelatory kationów metali. Przykładem  mogą być enzymy: 
dysm utaza ponadtlenkow a (SOD), katalazy, peroksydaza 
glutationowa (GPx) oraz peroksyredoksyny.

2 0 2-  + 2H+

2 H A

H 20 2 + 2GSH

SOD

katalaza

GPx

H 20 2 +  ° 2

2H20  + 0 2

2H20  + GSSG

(7)

(8) 

(9)

rezonansowo rodnik, który nie jest w  stanie 
oderwać atom w odoru od kolejnej cząsteczki lipidu (reakcja 
11) i nie reaguje z molekularnym tlenem (reakcja 12), na 
tomiast szybko rekombinuje z innymi rodnikam i (reakcje 
13-14):

hnh
ArOH + LOO‘ - 

Ar0- + lh  -P^!V  

ArO* + 0 2 -E™!!* 

ArCT+ LOO* sẑ ? «  

ArO*+ ArO*

ArO * + LOOH (10)

ArO H + L* (11)

A r (= 0 ) 0 0 *  (12)

produkty nierodnlkowe (13) 

dimery (14)

Rycina 5. Reakcja antyoksydanta fenolowego (ArOH, gdzie Ar oznacza pierścień 
arom atyczny) z rodnikam i nadtlenkow ym i oraz schem atycznie przedstaw ione 
reakcje następcze jakim  ulega rodnik fenoksylowy, A rO '.

Reakcje następcze, jakim ulega rodnik powstały z an
tyoksydanta mają istotny w pływ  na efektywność procesu 
neutralizacji rodników i są bezpośrednio związane z zagad
nieniem aktywności antyoksydantów.

PARAMETRY CHARAKTERYZUJĄCE 
AKTYWNOŚĆ ANTYOKSYDACYJNĄ

Skuteczność antyoksydantów w ham ow aniu procesu 
peroksydacji określa aktywność antyoksydacyjna. Pojęcie 
aktywności antyoksydacyjnej nie jest jednoznacznie zdefi
niowane — w większości publikacji stosowane jest p ragm a
tyczne podejście, w edług którego miarą aktywności anty
oksydacyjnej jest stabilność układu poddanego utlenianiu, 
jeśli w układzie tym znajduje się badany związek o poten
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cjalnym działaniu antyoksydacyjnym. Tak zdefiniowana 
aktywność zależy od szeregu param etrów  takich jak [30]:

• reaktywność m olekuł antyoksydanta w zględem  rod
ników LOO*,

• stechiometria procesu inhibicji peroksydacji,
• reakcje następcze, jakim ulega rodnik A rO ’,
• lokalizacja antyoksydanta,
• stężenie i mobilność antyoksydanta w danym  mikro- 

śro d o w isk u ,
• oddziaływ anie z innymi antyoksydantami,
• wchłanianie, transport, retencja, metabolizm i aspek

ty toksykologiczne.

Różnorodność czynników mających w pływ  na aktyw 
ność antyoksydacyjną substancji sugeruje ścisły związek z 
danym  układem  eksperym entalnym , co znacząco utrudnia 
porów nyw anie aktywności antyoksydantów. Przedstaw io
ne powyżej param etry zostaną po kolei omówione.

REAKTYWNOŚĆ WZGLĘDEM WOLNYCH RODNIKÓW

Reaktywność względem  rodnika LOO" może być ilościo
wo w yrażona za pomocą stałej szybkości reakcji przeryw a
nia łańcucha peroksydacji, k.nh. Niewielkie stężenia ArOH są 
w stanie znacząco ham ować autooksydację tylko wówczas, 
jeśli stała szybkości reakcji 10 jest wielokrotnie większa od 
stałej szybkości reakcji 4 (k.nh»  kp) [31]. Dla a-tokoferolu, 
uznaw anego za najbardziej aktywny naturalny antyoksy- 
dant fenolowy, wartość k.nh reakcji z rodnikam i nadtlenko
wymi (w środow isku niepolarnym) wynosi 106 M ^s1 [31], 
co w porów naniu z param etrem  k=  31 M ^ s 1 dla linoleanu 
metylu, doskonale tłumaczy zdolność tokoferolu do prze
rywania łańcucha propagacji. Znajomość stałych k.mh dla 
różnych antyoksydantów  interw entyw nych pozwala na 
dokonanie wstępnej ilościowej oceny efektywności tych 
antyoksydantów , jeśli wartości kmh m ierzone były w tych 
samych w arunkach. Z drugiej strony, efektywność działa
nia antyoksydacyjnego jest wielkością w zględną i zależy od 
podatności substratu L-H na utlenianie, tzn. naw et mało re
aktyw ny antyoksydant (o niskiej stałej kmh) może skutecznie 
hamować autooksydację substratu niezbyt podatnego na 
utlenianie (mała wartość fcp).

Reaktywność ArOH wobec rodnika LOO" można w stęp
nie ocenić wyznaczając entalpię dysocjacji wiązania O-H 
(ang. Bond Dissociation Enthalpy, BDEQ H), od której w  dużym  
stopniu zależy wartość stałej k.mh (w roztworach apolarnych) 
[32], Param etr kmh jest odw rotnie proporcjonalny do BDEQ H 
dla dużej liczby różnych pochodnych fenolowych, jednak 
zależność ta jest bardziej skomplikowana, ze w zględu na 
efekty steryczne i rozpuszczalnikowe, a także możliwość 
przebiegu reakcji w edług mechanizm u innego niż przenie
sienie atom u wodoru. Ogólną zasadą jest, że podstaw niki 
oddające elektrony do pierścienia aromatycznego (np. gru 
py alkilowe, alkoksylowe) powodują obniżenie wartości 
BDEo h, jednak znacznem u obniżeniu siły wiązania O-H 
towarzyszy inne niekorzystne zjawisko, obniżenie w arto 
ści potencjału jonizacji, IP, cząsteczki aromatycznej (jest to 
energia potrzebna do oderw ania elektronu od atom u bądź 
cząsteczki). Niski potencjał ionizacji prow adzi do przenie
sienia elektronu z antyoksydanta na cząsteczkę tlenu:

A rOH + 0 2 - ►  ArOH*+ + 0 2‘- ArO* + HOO* (15)

i reakcja ta, będąc źródłem  rodników nadtlenkowych, może 
inicjować nowe łańcuchy kinetyczne propagacji.

STECHIOMETRIA REAKCJI Z 
RODNIKAMI NADTLENKOWYMI

Innym  param etrem  opisującym dany związek o działa
niu antyutleniającym jest współczynnik stechiometryczny 
n, oznaczający liczbę rodników nadtlenkowych neutralizo
w anych przez jedną molekułę inhibitora. Współczynnik ten 
może przyjmować różne wartości (im wyższe, tym  lepiej). 
Najbardziej aktywny naturalny antyoksydant fenolowy, a- 
tokoferol, reaguje z dw om a rodnikami (n = 2, Ryc. 6) [33], 
lecz współczynnik n może być większy dla polifenoli takich 
jak katechole i flawonoidy.

LOO* +

Rycina 6. Reakcja a-tokoferolu z rodnikam i nadtlenkowym i.

Param etrem  bezpośrednio powiązanym  ze współczynni
kiem stechiometrycznym jest czas indukcji t. Jest to czas jaki 
upływ a od m om entu zapoczątkowania (zainicjowania) re
akcji, gdy utlenianie substratu zachodzi bardzo powoli, do 
wyczerpania się antyoksydanta, gdy następuje spontanicz
ny w zrost szybkości utleniania (Ryc. 7). Czas indukcji m oż
na wyznaczyć monitorując postęp peroksydacji bezpośred
nio, mierząc ubytek tlenu w trakcie utleniania substratu w 
obecności antyoksydanta w  układzie zamkniętym (Ryc. 7) 
lub pośrednio, np. mierząc zawartość nadtlenków, bądź na 
podstaw ie pom iarów pow staw ania wtórnych produktów

0 5 10 15 20 25 30

T czas [min]

Rycina 7. Typowe profile kinetyczne przedstaw iające ubytek tlenu w  układzie 
w  trakcie utleniania substratu  bez inhibitora, w obecności re tardan ta  bądź anty
oksydanta.

►  LOOH

TocH Toc

LOO" + Toc'  -  mieszanina nierodnikowych
adduktów

Postępy Biochemii 56 (3) 2010 277http://rcin.org.pl



utleniania i rozpadu. Czas indukcji może być w ykorzystany 
do obliczenia współczynnika stechiometrycznego z nastę
pującej zależności:

Ri x i  

n  ~  [ A r O H ] 0

gdzie [ArOH]0 jest początkowym stężeniem inhibitora [34],

Istnieje wiele związków organicznych, których doda
tek zmniejsza szybkość autooksydacji w danym  układzie 
pom iarowym , ale tylko dla efektywnych inhibitorów (k.nh 
»  k ) obniżenie szybkości jest na tyle znaczne, aby stwier
dzić istnienie wyraźnego czasu indukcji. Substancje mniej 
aktywne, które nie powodują powstawania okresu induk 
cji, są nazyw ane retardantam i i charakteryzują się małymi 
wartościami k.nh w  porów naniu z kp, czyli są jedynie słabymi 
inhibitorami autooksydacji i nie powinny być zaliczane do 
grupy antyoksydantów  interwentywnych.

REAKCJE NASTĘPCZE RODNIKÓW FENOKSYLOWYCH

Dalsze losy powstałego w reakcji 10 rodnika A rO ' mają 
bezpośredni w pływ  na aktywność antyoksydacyjną. Decy
dują one m.in. o wartości współczynnika stechiometrycz
nego n. Jeśli rodniki A rO ' ulegają wygaszeniu głównie w 
reakcji z LOO' (reakcja 13), w tedy n wynosi 2 lub jest bliskie 
2. Jeśli natom iast dominuje symetryczna rekombinacja rod 
ników fenoksylowych (reakcja 14) wartość współczynnika 
zbliżona będzie do jedności. Warto zauważyć, iż produkty 
reakcji 14 mogą również w ykazywać działanie przeciwutle- 
niające, co spow odow ane jest możliwością powolnej tauto- 
meryzacji ketonowych form dim erów ArO*, prowadzącej 
do pow stania fenoli [35].

Rzadziej spotykaną reakcją jest udział rodników arylok- 
sylowych w propagacji łańcucha peroksydacji, co przed 
stawiają rów nania reakcji 11 i 12. Rodniki powstałe m.in. 
z hydrochinonów, katecholi, aminofenoli i diam in arom a
tycznych mogą reagować z tlenem cząsteczkowym także z 
wytworzeniem  rodników H O O '. W raz ze wzrostem  szyb
kości tych niekorzystnych reakcji maleje wartość współ
czynnika stechiometrycznego oraz aktywność antyoksyda- 
cyjna związku. Ciekawym przypadkiem  prooksydacyjnego 
działania ArO", opisanym  przez Bowry'ego i Ingolda, jest 
peroksydacja m ediowana przez tokoferol (TMP, ang. Toco- 
pherol-Mediated Peroxidation), zachodząca w lipoproteinach 
o małej gęstości (LDL) [36]. Każdy mikropęcherzyk LDL 
o prom ieniu Stokesa ok. 10 nm  zawiera średnio 1450 bis- 
allilowych grup CH2 oraz 6-12 cząsteczek a-tokoferolu, a 
więc teoretycznie jest naw et przesadnie chroniony (jedna 
cząsteczka TocH może chronić od 8 tys. aż do 68 tys. czą
steczek LH). Jednak zaobserwowano, iż szybkość utleniania 
lipidu nie zmniejsza się proporcjonalnie to ilości użytego 
tokoferolu. Dzieje się tak ze względu na specyficzne środo
wisko reakcji. LDL nie jest homogeniczna, a dyfuzja lipofilo- 
wych związków pom iędzy drobinami jest bardzo powolna. 
M echanizm TMP przedstawiono na rycinie 8. Gdy w w yni
ku reakcji 10 powstanie rodnik T oc\ to jest bardzo p raw do
podobne, że uwięziony w LDL nie napotka innego rodnika 
zdolnego do rekombinacji i będzie przez cały czas w  kon-

Rycina 8. M echanizm  peroksydacji mediowanej przez tokoferol.

takcie z lipidem, zatem zwiększy się praw dopodobieństw o 
oderw ania atomu w odoru od lipidu (stała szybkości kA na 
rycinie 8), co jest przyczyną zainicjowania nowego łańcucha 
peroksydacji.

Podsumowując powyższe informacje, dobry interwen- 
tywny antyoksydant fenolowy powinien wykazywać się 
następującymi cechami [37]:

• stała szybkości reakcji przeniesienia atom u w odoru 
jest znacznie większa od stałej szybkości propagacji 
łańcucha (k.mh» k p),

• rodnik fenoksylowy ulega wygaszeniu w reakcji 
13, natomiast nie reaguje z tlenem cząsteczkowym 
(reakcja 12) ani z substratem  LH (reakcja 11), gdyż 
przyczyniałoby się to do propagacji łańcucha wg Ry
ciny 8,

• cząsteczki antyoksydanta ArOH nie powinny reago
wać z tlenem molekularnym,

• entalpia dysocjacji wiązania fenolowej grupy hy
droksylowej, BDEq H, powinna być jak najniższa,

• potencjał jonizacyjny antyoksydanta powinien być 
na tyle wysoki, aby zapobiec przeniesieniu elektro
nu na cząsteczkę tlenu i ponownem u inicjowaniu 
peroksydacji przez antyoksydant (reakcja 15).

LOKALIZACJA, STĘŻENIE I MOBILNOŚĆ 
ANTYOKSYDANTA

Znajomość param etrów  n, k.nh, kp, BDEQ H, oraz potencja
łu jonizacji nie wystarczy do przew idyw ania efektywności 
antyoksydanta, ponieważ żaden z tych param etrów  nie 
uwzględnia czynnika, jakim jest jego dostępność. Pomiary 
kinetyki autooksydacji przeprow adzone w roztworach ho
mogenicznych (najczęściej w  rozpuszczalnikach niepolar- 
nych) prowadzić mogą do otrzymania rezultatów nieprze- 
kładalnych na w arunki panujące w układach biologicznych.

Bardziej wiarygodne wyniki można uzyskać testując 
związki w  układach przypominających rzeczywiste mikro- 
środowisko działania antyoksydantów  tj. w  micelach lub 
dw uw arstw ach lipidowych. Barclay [38] oraz Niki i Nogu- 
chi [39] zwrócili szczególną uwagę na lokalizację i mobil
ność antyoksydanta w układach biologicznych. Przykładem 
różnego zachowania antyoksydantów  w zależności od loka
lizacji jest opisany przez Niki i Noguchi [39] eksperym ent 
polegający na pomiarze szybkości zużyw ania poszczegól
nych antyoksydantów  w mieszaninie zawierającej tokoferol 
(TocH), 2,2,5,7,8-pentametylo-6-chromanol (PMC), kwas
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Cząsteczki a-tokoferolu położone są równolegle do łańcu
chów lipidowych, a grupa OH w pierścieniu chromanolu 
jest skierowana do fazy polarnej (wodnej). Z chwilą pow sta
nia rodnika nadtlenkowego, część łańcucha lipidu staje się 
bardziej polarna niż reszta dw uw arstw y i migruje w stronę 
granicy faz, gdzie styka się z polarną powierzchnią wody. 
W pobliżu granicy faz rodnik może być zneutralizowany w 
wyniku reakcji z grupą hydroksylową a-tokoferolu. Proces 
ten został zaproponowany jako hipoteza wypływającego na 
powierzchnię rodnika nadtlenkowego (ang. Floating Peroxyl 
Radical Hypothesis) i przedstawiony jest na rycinie 10.

Zgodnie z tą hipotezą, dla wielu antyoksydantów w ykazu
jących się wysoką reaktywnością wobec wolnych rodników 
(m.in. a-tokoferolu), wewnątrz hydrofobowego rdzenia dw u
warstwy odnotowano wyraźny spadek aktywności antyoksy- 
dacyjnej. Zaobserwowano również zmniejszenie stałej szybko
ści terminacji 2/y co tłumaczone jest istnieniem stabilizującego 
wiązania wodorowego między rodnikiem nadtlenkowym a 
cząsteczkami wody. Dodatkowo niekorzystny wpływ na ak
tywność tokoferolu ma ograniczona mobilność cząsteczki, co 
spowodowane jest długim łańcuchem fitylowym, uwięzio
nym w hydrofobowej części dwuwarstwy lipidowej.

KINETYCZNY EFEKT ROZPUSZCZALNIKOWY

W mikroheterogenicznym środowisku łańcuchy lipidów 
mono- lub polienowych narażone są na atak wolnych rod
ników znajdujących się w  hydrofobowym rdzeniu błony.

W początkowym okresie badań nad substancjami o dzia
łaniu przeciwutleniającym szybkości reakcji antyoksydan
tów z rodnikami nadtlenkowymi LOO‘, badane były jedynie 
w  niepolamych rozpuszczalnikach organicznych. Gdy zmie
niono środowisko na polarne [40,41], a więc bardziej przypo
minające środowisko w nętrza komórek, zauważono, iż reak
cja 10 zachodzi znacznie wolniej, a stałe szybkości inhibicji 
autooksydacji w  danym  rozpuszczalniku, ks, są skorelowane 
z polamością rozpuszczalnika. Efekt ten przypisano bloko
waniu fenolowych grup OH, aktywnych w procesie inhibicji, 
przez polarne cząsteczki rozpuszczalnika (S) tworzące z nimi 
wiązanie wodorowe (ArOH— S) opisywane stałą rów now a
gi Xs i nazwano Kinetycznym Efektem Rozpuszczalnikowym 
(KSE, ang. Kinetic Solvent Effect, Rye. 11).

Rycina 10. H ipoteza wypływającego na pow ierzchnię rodnika nadtlenkow ego 
(ang. Floating Peroxyl Radical) [38]. Dla uproszczenia zilustrow ano tylko pow sta 
w anie rodnika nadtlenkow ego w pozycji 8, bez zm iany izomerii geometrycznej 
sprzężonych w iązań  podwójnych.

ArO-H— S

LOO •

reakcja nie zachodzi

ArO-H + S

LOO •

LOOH

ArO • + S

Rycina 11. M echanizm  Kinetycznego Efektu Rozpuszczalnikowego. Sym bolem  S 
oznaczono cząsteczkę rozpuszczalnika, symbol 10 oznacza stałą rów now agi reak
cji dysocjacji w iązania  w odorow ego A rO H —S.

Wielkość KSE została w yrażona ilościowo przez Snelgro- 
ve'a i wsp. [42] w postaci empirycznego równania opisu
jącego wzajemną zależność stałych szybkości przeniesienia 
atom u w odoru z fenolu ArOH do rodnika w rozpuszczal
niku polarnym  (stała A5) i rozpuszczalniku nie będącym ak
ceptorem wiązania w odorow ego (stała k°):

l o g k s ~  l o g / : 0 -  8 . 3 a 2Hp] (16)

+*QOL 

+ L-H

diacylofosfolipid

granica faz
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Rycina 9. S truk tury  antyoksydantów : PMC, Troloxu oraz BHT.

6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochromanylo-2-karboksylowy 
(Trolox), i 2,6-di-ferf-butylo-6-metylofenol (BHT) (Ryc. 9).

W hom ogenicznym  roztworze m etanolowym  tokoferol i 
jego pochodne (PMC, Trolox) wykazują tę samą reaktyw 
ność w zględem  rodników  nadtlenkowych, a najmniej ak
tywny BHT zużyw any jest znacznie wolniej. W roztworach 
heterogenicznych zachowanie jest odmienne. W liposomach 
dimirystylofosfatydylocholiny pochodne tokoferolu róż
nicują swoją reaktywność: najszybciej reaguje z rodnikami 
Trolox, potem  PMC, znacznie wolniej TocH (BHT jest zu 
żywany najwolniej). W liposomach fosfatydylocholiny so
jowej, zawierającej nienasycone kwasy tłuszczowe, aktyw 
ności TocH i BHT są równe. Zjawisko to zinterpretow ano 
jako efekt różnej dostępności i mobilności antyoksydantów.
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gdzie a 2H jest param etrem  charakteryzującym zdolność 
ArOH do bycia donorem  wiązania wodorowego, a p.,H jest 
param etrem  charakteryzującym zdolność rozpuszczalnika 
do akceptowania wiązania wodorowego. O bydw a param e
try mogą przyjmować wartości od 0 do 1. Stałe szybkości 
inhibicji peroksydacji wyliczone przy pomocy pow yższego 
rów nania są zbliżone do wartości otrzym anych ekspery
mentalnie, jeśli reakcja 10 (Ryc. 5) zachodzi w edług m echa
nizm u jednoetapowego przeniesienia atom u wodoru.

MECHANIZMY REAKCJI 
ANTYOKSYDANTÓW Z RODNIKAMI

Przez długi czas uw ażano mechanizm HAT za jedyny, 
w edług którego działają antyoksydanty fenolowe. Jednak 
rozwój m etod badawczych wraz ze zwiększeniem różno
rodności badanych układów  doprow adził w  ostatnich la
tach do istotnego poszerzenia w iedzy na tem at zarów no 
procesu HAT, jak i innych mechanizmów opisujących reak
cje rodnikowe. W wielu przypadkach m echanizm tych reak
cji jest o wiele bardziej złożony, zależny od rodzaju reagen
tów i środowiska reakcji, a szybkość reakcji antyoksydanta 
z rodnikam i może być w ypadkow ym  efektem działania 
różnych mechanizmów. Spośród wielu opisanych ostatnio 
w  literaturze mechanizmów [29,32] na szczególną uw agę 
zasługują: SPLET, PCET i ET-PT.

PRZENIESIENIE ELEKTRONU POPRZEDZONE 
DEPROTONACJĄ GRUPY OH (SPLET)

W trakcie badań nad mechanizmem przeniesienia atom u 
w odoru zaobserwowano znaczne odchylenia od KSE dla 
rozpuszczalników takich jak alkohole, acetonitryl, tetrahy- 
d rofuran (THF) i dimetylosulfotlenek (DMSO). Wartości 
stałych szybkości reakcji antyoksydantów fenolowych z m o
delow ym  rodnikiem  l,l-difenylo-2-pikrylohydrazylow ym  
(dpph*) były dużo większe niż przew idyw ane na podstaw ie 
rów nania 16, a czasem naw et większe od stałych szybkości 
w rozpuszczalnikach niepolarnych [43,44]. Zaproponow a
no nowy mechanizm, w edług którego najpierw antyoksy- 
dant fenolowy dysocjuje tworząc anion fenolanowy, z któ
rego następuje szybkie przeniesienie elektronu do rodnika 
dpph* [44], M echanizm ten nazwano transferem elektronu 
poprzedzonym  deprotonacją grupy OH (SPLET, ang. Sequ
ential Proton-Loss Electron-Transfer, Ryc. 12) [45,46].

Na podstaw ie przeprow adzonych badań stw ierdzono, 
że całkowity mechanizm reakcji antyoksydanta fenolowe
go z rodnikam i jest kombinacją m echanizmów HAT oraz 
SPLET, ze wzrastającym udziałem  tego drugiego w miarę 
w zrostu polarności rozpuszczalnika. Mechanizm ten może

Rycina 12. Porów nanie m echanizmów: przeniesienia a tom u w odoru  i transferu 
elektronu poprzedzonego deprotonacją g rupy O H  [44].

mieć znaczenie w procesach biologicznych, ponieważ wiele 
antyoksydantów  rozpuszczalnych w wodzie lub zlokalizo
wanych na granicy faz może brać udział w  reakcjach rodni
kowych jako aniony [47,48].

TRANSFER ELEKTRONU SPRZĘŻONY Z 
PRZENIESIENIEM PROTONU (PCET)

Często w opisie reakcji antyoksydantów  fenolowych z 
rodnikam i używ a się terminu PCET (ang. Proton-Coupled 
Electron Transfer), który wnika głębiej w  istotę procesu p rze
niesienia atom u w odoru z fenolu do rodnika (równanie re
akcji 10) niż prosty mechanizm HAT. W mechanizmie PCET 
przeniesienie protonu i elektronu jest rozpatryw ane osob
no, ale nadal jest to proces jednoetapowy (dlatego mówi się 
o sprzężonym  bądź uzgodnionym  transferze obu indyw i
duów, a terminy „sprzężony" i „uzgodniony" oznaczają 
brak etapu przejściowego). Ideą sprzężenia jest jednoczesne 
przeniesienie protonu i elektronu, które mogą pochodzić

Rycina 13. M echanizm  sprzężonego przeniesienia pro tonu  i e lektronu (PCET). 
Przeniesienie pro tonu  odbyw a się w zd łuż  osi w iązania w odorow ego, podczas 
gdy transfer elektronu zachodzi m iędzy podwójnie obsadzonym  orbitalem  ato
m ow ym  2p tlenu w  m olekule fenolu Ai^OH a pojedynczo zajętym  orbitalem  2p 
tlenu rodnika fenoksylowego ArO '.

z „różnych lokalizacji". Przypadek taki ilustruje rycina 13: 
elektron ulegający transferowi znajduje się na innym  or- 
bitalu atom u tlenu (w grupie fenolowej OH) niż orbital z 
którym  związany jest proton, a naw et może pochodzić z in
nego atom u [49],

Rezultaty obliczeń teoretycznych dla reakcji odryw ania 
atom ów w odoru od fenoli przez rodniki nadtlenkow e po
twierdziły, że proces ten może zachodzić w edług m echa
nizm u PCET. Mechanizm HAT jest często klasyfikowany 
jako szczególny przypadek PCET, w którym  przenoszony 
elektron pochodzi z tego samego orbitalu, z którym  zw iąza
ny jest proton. Dotychczasowe badania nad mechanizmem 
PCET zostały szczegółowo opisane przez Mayera [50].

PRZENIESIENIE PROTONU POPRZEDZONE 
TRANSFEREM ELEKTRONU (ET-PT)

Kolejnym mechanizmem o istotnym znaczeniu biolo
gicznym jest przeniesienie protonu poprzedzone przenie
sieniem elektronu (ET-PT, ang. Electron Transfer — Proton 
Transfer,). Etapy te są rozdzielone w  czasie [51,52]:

LOO* + ArOH -»  LOO' + [ArOH]*' 
ArO* + H +(LOO) (17)

Szczególnie podatne na ten dw uetapow y proces z w y
tworzeniem  karbokationu są fenole lub aminy zawierające 
w pierścieniu arom atycznym  podstaw niki silnie elektro- 
donorowe — potencjał jonizacji takiej cząsteczki powinien
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być jak najniższy. Proton i elektron mogą przemieścić się 
do różnych akceptorów [47], Taka sytuacja ma miejsce, gdy 
cząsteczka fenolu jest silnie związana z rozpuszczalnikiem: 
przeniesienie elektronu do rodnika prow adzi do powstania 
silnie kwasowego kationorodnika, który bardzo szybko de- 
protonuje:

L O O *  +  A r O H -  -  -  S L O O '

+  [ A r O H ] -  -  -  S  ^ i ^ L O O '  +  A r O ‘ +  H S + (1 8 )

Mechanizm ET-PT jest coraz częściej rozważany w reak
cjach z udziałem flawonoidów, amin a także w reakcjach 
enzymatycznego utleniania/redukcji.

ODDZIAŁYWANIE Z INNYMI ANTYOKSYDANTAMI

Mieszaniny dwóch lub większej ilości antyoksydantów  
często wykazują znacznie wyższą aktywność antyoksyda- 
cyjną, niż wynika to z prostego sum owania param etrów  
opisujących poszczególne składniki mieszaniny. Wyjaśnie
nie zjawiska synergizmu zaproponowali po raz pierwszy 
Mahoney i DaRooge [53] opisując niespodziewaną aktyw 
ność mieszaniny 4-metoksyfenolu i 2,6-di-ferf-butylo-4- 
metylofenolu (BHT). Idea efektywnego współdziałania an
tyoksydantów polega na regenerowaniu cząsteczki antyok- 
sydanta bardziej aktywnego (A-H), który reaguje szybciej z 
rodnikami, przez ko-antyoksydant (B-H), cząsteczkę zdolną 
do oddania elektronu lub atom u w odoru z odtworzeniem  
pierwotnej cząsteczki A-H:

A-H + Y* -  A* + Y-H (19)
A ' + B-H ^  A-H + B- (20)

A ntyoksydant A-H reaguje z rodnikiem  Y’ szybciej niż 
zrobiłby to antyoksydant B-H, co jest spow odow ane niską 
wartością BDE, odpow iednią lokalizacją i brakiem  prze
szkód sterycznych. N atom iast w zględnie stabilny rodnik 
A ’ wchodzi w rów now agow ą reakcję z ko-antyoksydan- 
tem, który znajduje się w nadm iarze np. na granicy faz, i 
który może oddyfundow ać, przesuwając rów now agę re
akcji (20) w prawo.

W układach biologicznych zjawisko synergizm u anty- 
oksydacyjnego odgrywa ważną rolę. W nętrze komórek jest 
chronione przez zespół antyoksydantów lipofilowych (to- 
koferole, p~karoten, ubichinon, w itam ina K) oraz rozpusz

czalnych w  wodzie (kwas askorbinowy, kwas moczowy, 
glutation). Pojawienie się w komórce stresu oksydacyjnego 
urucham ia całą kaskadę mechanizmów ochronnych i na 
prawczych, w których poszczególne związki współdziałają 
ze sobą w ściśle określony sposób. Mechanizm tego w spół
działania nadal nie został w pełni wyjaśniony i jest p rzed 
m iotem  ciągłych badań [54-56],

W śród wielu przypadków  synergizm u antyoksydacyj- 
nego najbardziej znanym  i szeroko opisyw anym  [39,57-60] 
jest oddziaływ anie lipofilowego a-tokoferolu z rozpusz 
czonym  w fazie wodnej kw asem  askorbinow ym  (witamina 
C), który sam odzielnie nie w ykazuje znaczącego działania 
jako antyoksydant interw entyw ny (chociaż w  potocznym  
rozum ieniu  jest on uw ażany za antyoksydant). In vitro za 
obserw ow ano (a) w ydłużenie czasu indukcji dla m ieszani
ny obu związków, znacznie większe niż w ynikałoby to ze 
zsum ow ania indyw idualnych czasów indukcji, (b) zużycie 
najpierw  zasobów kwasu askorbinowego, a dopiero potem  
a-tokoferolu. W spomagające działanie w itam iny C zostało 
przypisane redukcji rodnika tokoferoksylowego do toko- 
ferolu przez hydrofilowy askorbinian, co przedstaw iono 
na rycinie 14.

Regeneracja a-tokoferolu przez kwas askorbinowy jest 
konkurencyjna do innych reakcji następczych, jakim może 
ulegać rodnik aryloksylowy. Co praw da, stała szybkości re
akcji rekombinacji (Ryc. 5, reakcja 13) jest o co najmniej dw a 
rzędy wielkości większa od stałej szybkości redukcji rodni
ka tokoferoksylowego przez askorbinian [61], jednak inne 
czynniki, tj. wysokie stężenie askorbinianu oraz lokalizacja 
poszczególnych reakcji i oddziaływań, faworyzują regene
rację. Dalsze utlenianie rodnika askorbylowego prow adzi 
do otrzym ania dehydroaskorbinianu. W tkankach obydwie 
formy, rodnik askorbylowy i dehydroaskorbinian, są enzy
matycznie redukow ane do askorbinianu a czynnikiem re
dukującym  jest glutation (GSH) lub dinukleotydy nikotyno- 
am idoadeninow e (NADH i NADPH) [8].

Innym  mechanizmem wspomagającym działanie 
a-tokoferolu może być jego redukcja do anionu fenolano- 
wego (mechanizm transferu elektronu):

TocO* + ArOH t? T oc + A rO H '+ (21)

Proces ten został opisany dla polihydroksyfenoli jako
rozpuszczalnych w  w o
dzie koantyoksydantów 
[62].

METODY BADANIA 
AKTYWNOŚCI 
ANTYOKSYDACYJNEJ

Problem z jedno
znaczną definicją anty- 
oksydanta oraz definicją 
aktywności antyoksy- 
dacyjnej prow adzi do 
szeregu różnic w m eto
dologii badania aktyw 
ności antyoksydantów,

LO O H

L O O »

Rycina 14. Mechanizm oddziaływ ania a-tokoferolu z kw asem  askorbinow ym .
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a także różnic w  interpretacji danych eksperym entalnych i 
porównywalności otrzym anych wyników. Różnice te są w i
doczne naw et dla antyoksydantów uw ażanych za standar
dowe, takie jak np. tokoferole, a aktywność anty oksydacyjna 
takich substancji jak kwas askorbinowy lub kwas moczowy 
m ierzona różnymi m etodam i jest diam etralnie odm ienna. 
Przykładam i najpopularniejszych m etod są pom iary TAC 
(ang. Total Antioxidant Capacity), ORAC (ang. Oxygen Radi
cal Absorbance Capacity), TRAP (ang. Total Radical-Trapping 
Antioxidant Parameter), TOSC (ang. Total Oxidant Scavenging 
Capacity), FRAP (ang. Ferric Reducing Antioxidant Power), 
TEAC (ang. Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity), TAR 
(ang. Total Antioxidant Reactivity). Przegląd m etod pom ia
rów aktywności antyoksydacyjnej w ykracza poza ram y 
tego opracowania. W ostatnim czasie ukazał się szereg prac 
przeglądowych, na szczególną uw agę zasługują krytyczne 
opracow ania Bartosza [63], Priora i wsp. [64,65], Laguerre'a 
i wsp. [66], W literaturze dostępnej w  języku polskim w arto 
zapoznać się z pracą zbiorową Przeciwutleniacze w żywności 
pod red. W. Grajka [67],
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ABSTRACT
This tutorial review is focused on some mechanistic aspects of peroxidation process and chemistry of phenolic chain-breaking antioxidants. 
Lipids are susceptible to oxidative degradation caused by radicals and during autoxidation (peroxidation) the chain reaction is mediated by 
peroxyl radicals leading to damage of integrity and the protective and organizational properties of biomembranes. Phenolic antioxidants 
provide active system of defence against lipid peroxidation, however, the effectiveness of their antioxidant action depends on several impor
tant parameters. Stoichiometry of the reaction with free radicals, fate of a phenoxyl radical, polarity of the microenvironment, localization of 
antioxidant molecules, their concentration and mobility, kinetic solvent effects, and interactions w ith other co-antioxidants are considered. 
Principal mechanisms of reaction between phenols and free radicals (Hydrogen Atom Transfer, Proton Coupled Electron Transfer and two 
mechanisms based on separate electron transfer and proton transfer steps) are described.
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W ykaz skrótów : EpRE (ang. Electrophile-Re- 
sponsive Element) — elem ent kontrolujący 
ekspresję genów kodujących enzym y detok
sykacyjne; K eapl (ang. Kelch-like erythroid-cell- 
deńved protein with CNC homology-associating 
protein 2) — białko represorow e, Nrf2 (ang. 
Nuclear erythroid 2-related factor) — czynnik 
jądrow y, N Q 01 — oksydoreduktaza NAD(P) 
H :chinon 1

STRESZCZENIE

Flaw ono idy  są jednym  z głów nych sk ładn ików  codziennej d iety  człow ieka. W  ostatnich 
k ilk u d z ies ięc iu  latach obserw uje  się rosnące zain teresow anie  tą g rupą zw iązków , ze 

w zg lędu  na ich korzystny  w pływ  na organizm . Pro-zdrow otne w łaściw ości flaw onoidów  
p rzy p isu je  się  g łów nie  ich aktyw ności przeciw utleniającej. Jednakże coraz częściej po jaw ia 
ją się w y n ik i badań  w skazujące, że w łaściw ości pro-utleniające flaw onoidów , uznaw ane do
tychczas za n iekorzystne  dla organizm u, m ogą prow adzić do korzystnych, pro-zdrow otnych 
efektów , p oprzez  indukcję  ekspresji genów  kodujących enzym y detoksykacyjne. W n in ie j
szym  a rtyku le  p rzedstaw iono  stan  najnow szej w iedzy  na tem at indukcji ekspresji genu 
kodującego w ażny  enzym  detoksykacyjny — oksydoreduktazę N A D(P)H :chinon 1 przez 
flaw onoidy  (flaw onole, flaw ony i flawan-3-ole). Z aprezentow ano rów nież w yn ik i badań po 
tw ierdzające  rolę w łaściw ości pro-utleniających flaw onoidów  w m echanizm ie tej indukcji.

WPROWADZENIE

Flawonoidy są najliczniejszą grupą związków polifenolowych. Charaktery
styczną cechą ich struktury jest szkielet difenylopropanoidowy (C6C3CJ [1]. W 
obrębie tej g rupy wyróżnia się kilka klas związków różniących się stopniem 
utlenienia pierścienia y-piranowego m. in. flawony, flawonole, flawan-3-ole 
(katechiny), antocyjany (Ryc. 1). Ze względu na rozpowszechnienie w świecie 
roślin flawonoidy stanowią w ażny składnik codziennej diety człowieka. Obec
nie szacuje się, że ilość spożywanych flawonoidów wynosi średnio 189,7 mg 
dziennie, z czego aż 83,5% stanowią flawan-3-ole (katechiny), flawanony 7,6%, 
flawonole 6,8%, a antocyjany 1,6% [2J. Bogatym źródłem  flawonoidów są owoce 
i w arzywa, a także czekolada, wino i herbata [3,4],

Znam ienną cechą flawonoidów jest ich wysoka aktywność przeciwutleniają- 
ca [1], Korzystne działanie flawonoidów w mechanizmie obronnym  organizmu 
przeciwko tzw. chorobom cywilizacyjnym o podłożu wolnorodnikow ym  (jak np. 
choroba niedokrw ienna serca, nowotwory, choroby neurodegeneracyjne) przy 
pisuje się głównie ich właściwościom przeciwutleniającym. Jednakże, związki te 
mogą, w zależności od stężenia oraz w arunków  środowiska (obecności jonów 
metali przejściowych, tlenu cząsteczkowego i enzymów) wykazywać działanie 
pro-utleniające. Właściwości pro-utleniające związków polifenolowych uw aża
no dotychczas za niekorzystne dla organizm u człowieka, ponieważ powstające 
w reakcjach utleniania polifenoli silnie elektrofilowe chinony oraz reaktywne 
formy tlenu mogą uszkadzać makrocząsteczki komórek, co stanowi istotny

element w  powstawaniu
i rozwoju wielu chorób 
tzw. cywilizacyjnych.

Badania ostatnich kil
kunastu lat dostarczają 
jednak coraz więcej do 
wodów  na pozytywną 
rolę pro-utleniających 
właściwości flawono
idów. Dzięki właściwo
ściom pro-utleniającym 
flawonoidy mogą w pły
wać na wiele procesów 
zachodzących w komórce 
poprzez regulację czyn
ników transkrypcyjnych, 
szlaków sygnalizujących 
a także regulację cyklu 
kom órkowego i apopto-Rycina 1. W zory s trukturalne różnych klas flawonoidów.

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

mailto:tyrakowska@ue.poznan.pl
http://www.postepybiochemii.pl


zy [5-7], Stres oksydacyjny indukow any przez flawonoidy, 
uznaw any dotychczas za objaw lub przyczynę w ystępow a
nia stanów patologicznych w organizmie, może również 
aktywować geny kodujące enzymy II fazy biotransformacji 
(enzymy detoksykacyjne) [8,9].

W niniejszym artykule omówiono wyniki najnowszych 
badań dotyczące indukcji ekspresji genów kodujących enzy
my detoksykacyjne takie jak np. oksydoreduktaza NAD(P) 
Hichinon 1 przez flawonoidy ze szczególnym uw zględnie
niem znaczącej roli właściwości pro-utleniających flawono- 
idów w mechanizmie tej indukcji.

MECHANIZM EKSPRESJI GENÓW KODUJĄCYCH 
ENZYMY DETOKSYKACYJNE

Indukcja ekspresji genów kodujących enzymy detoksy
kacyjne zachodzi za pośrednictwem  elementu kontrolują
cego EpRE (ang. Electrophile-Responsive Element), znanego 
wcześniej jako ARE (ang. Antioxidant-Responsive Element), 
który znajduje się w  regionach prom otorowych genów ko
dujących enzym y detoksykacyjne [10]. Ponadto w regulacji 
ekspresji tych genów biorą udział dw a czynniki białkowe: 
czynnik transkrypcyjny Nrf2, wiążący się z EpRE oraz biał
ko represorowe K eapl (Ryc. 2) [11-13].

Rycina 2. M echanizm  ekspresji genów  kodujących enzym y detoksykacyjne za 
pośrednictw em  e lem entu kontrolującego EpRE . Pozostałe oznaczenia na rycinie: 
Ser40 — reszta seryny 40, Cy273 i Cy288 — reszty cysteiny 273 i 288, K eapl — 
białko represorow e, PKC — kinaza białkow a C, PERK — kinaza białkowa sia
teczki śródplazm atycznej, MAPK — kinazy białkowe aktyw ow ane m itogenami.

Kluczowym regulatorem  ekspresji genów jest czynnik 
transkrypcyjny Nrf2 (ang. Nuclear erythroid 2-related factor), 
k tóry  reguluje ekspresję ponad 200 genów kodujących en 
zym y II fazy biotransformacji, katalizujące reakcje sprzę
gania chroniące organizm  przed  działaniem  toksycznych 
metabolitów  oraz reaktyw nych form tlenu. Do enzym ów  
tych zaliczane są m iędzy innymi: oksygenaza hem owa, S- 
transferaza glutationow a, katalaza, dehydrogenaza aldehy
dow a, dehydrogenaza leukotrienu B4, reduktaza tioredok- 
syny i oksydoreduktaza NAD(P)H:chinon 1 [11,12,14-16], 
W neutralnych w arunkach aktywność Nrf2 jest blokow ana 
p rzez białko represorow e K eapl (ang. Kelch-like erythroid- 
cell-derwed protein with CNC homology-associating protein 
2) bogate w reszty cysteiny, które tw orzy w cytoplazm ie 
kom pleks z czynnikiem  Nrf2 (Ryc. 2). Kompleks białkowy
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jest odpow iedzialny za utrzym anie Nrf2 w cytoplazm ie na 
stałym  poziomie, a nadm iar Nrf2 jest kierowany do ubi- 
kwityno-zależnej proteolizy. Decydującym etapem  akty 
wacji ekspresji genów zawierających EpRE jest uw olnienie 
Nrf2 z kom pleksu z K eapl, które może nastąpić m iędzy 
innym i na skutek bezpośredniej reakcji elektrofilowego in- 
duk to ra  z białkiem K eapl powodując pow stanie m ostka 
disiarczkow ego w K eapl (Cy273-Cy288). Pod w pływ em  
reakcji induktora  (cząsteczki elektrofilowe lub reaktyw ne 
form y tlenu) z białkiem represorow ym  (Keapl), zm ianie 
ulega konformacja K eapl i czynnik Nrf2 zostaje uw oln io 
ny z kom pleksu, przem ieszcza się do jądra kom órkow ego, 
gdzie w iąże się z elem entem  EpRE prom otora, w w yniku 
czego następuje transkrypcja genu kodującego dany en 
zym. U wolnienie Nrf2 z kom pleksu K eapl-N rf2 może n a 
stąpić rów nież na skutek fosforylacji czynnika Nrf2 (Ser40) 
przez specyficzne kinazy biorące udział w przekazyw aniu  
sygnału  w komórce (Ryc. 2).

FLAWONOIDY JAKO INDUKTORY EKSPRESJI GENÓW

Do związków, które pełnią rolę induktorów  genów ko
dujących enzymy detoksykacyjne należy wiele substancji 
naturalnie występujących w diecie człowieka. Zalicza się 
do nich np. indolo-3-karbinol, iberynę czy izotiocyjaniany 
[16-18],

Najnowsze wyniki badań wskazują na istotną rolę flawo- 
noidów  jako induktorów  ekspresji genów kodujących enzy
my detoksykacyjne [19-24], W Tabeli 1 przedstaw iono m ak
sym alne wartości współczynników indukcji ekspresji genu 
oksydoreduktazy NAD(P)H:chinon 1 (NQ01) w kom ór
kach EpRE-LUX (komórki wątrobowe myszy H epa-lclc7 , 
do których w prow adzono gen reporterowy, kodujący lu- 
cyferazę, zawierający w regionie prom otorow ym  element 
EpRE genu N Q 01 człowieka) wyznaczone dla różnych klas 
flawonoidów. Wyniki zawarte w  Tabeli 1 wskazują, że spo 
śród badanych flawonoidów najlepszymi induktoram i eks
presji genu N Q 01 są flawonole [10,21]. Najwyższy poziom 
indukcji ekspresji genu kodującego N Q 01, w yrażony jako 
współczynnik indukcji, wykazują kwercetyna, mirycetyna, 
m oryna i fisetyna (Tabela 1). M aksymalne wartości w spół
czynników  indukcji tych związków zawierają się m iedzy 
8,0 a 10,0. Autorzy badań stwierdzili, że wysoka aktywność 
flawonoli jako induktorów  zależy w dużym  stopniu od 
obecności w  cząsteczkach tych związków grupy hydroksy
lowej w  pozycji C3. Wniosek ten w ysunięto na podstaw ie 
porów nania poziom u indukcji flawonoli (np. kwercetyny) z 
poziom em  indukcji flawonów (np. luteoliny), które nie po 
siadają w  swej strukturze ugrupow ania C3-OH.

Spośród flawonów najbardziej skutecznym induktorem  
ekspresji genu N Q 01 za pośrednictwem  EpRE jest luteoli- 
na, której współczynnik indukcji wynosi 3,0 [21]. Pozostałe 
flawony charakteryzują się niższymi współczynnikami in
dukcji (Tabela 1). Lee-Hilz i współpracownicy [21] w ykaza
li, że zablokowanie grupy hydroksylowej w  pozycji C7, w  
w yniku jej metylacji, znacznie zwiększa aktywność flawo
nów  jako induktorów. Pochodna metylowa apigeniny cha
rakteryzuje się współczynnikiem indukcji 5,0 a m etylowa 
pochodna chryzyny współczynnikiem 4,4 [21]. M aksym al
ne poziom y indukcji wyznaczone dla flawonoli i flawonów,
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Tabela 1. M aksym alne w artości w spółczynników  indukcji ekspresji genu oksydoreduktazy  NAD(P)H:chi- 
non  1 (NQOt) w yznaczone dla  flaw onoidów  w  kom órkach EpRE-LUX (komórki w ątrobow e m yszy H epa- 
lc lc 7 , do  których w prow adzono  gen reporterow y, kodujący lucyferazę, zawierający w  regionie prom oto 
row ym  elem ent EpRE genu NQ01 człowieka) [21,22]. W spółczynnik indukcji definiuje się jako zdolność 
zw iązku do indukow ania  ekspresji genu lucyferazy w  odniesieniu do próbki kontrolnej [10].

Fław onoid
Miejsce podstaw ienia 
grupy OH

Reszta kwasu 
galusowego

W spółczynnik ló  
indukcji ';M

flaw onole [21]:

kw ercetyna R3, R5, R7, R3', R4' - 10,0

m irycetyna R3, R5, R7, R3', R4', R5' - 9,0

m oryna R3, R5, R7, R2', R4' - 8,4

fisetyna R3, R7, R3', R4' - 8,0

kam pferol R3, R5, R7, R4' - 7,1

resokam pferol R3, R7, R4' - 6,5

galangina R3, R5, R7 - 4,0

flaw ony [21]:

luteolina R5, R7, R3', R4' - 3,0

bajkaleina R5, R6, R7 - 2,5

chryzyna R5, R7 - 2,1

apigenina R5, R6, R4' - 2,0

flawan-3-ole (katechiny) [22]:

galusan  epigalokatechiny R5, R7, R3', R4', R5' R3 5,0

galusan galokatechiny R5, R7, R3', R4', R5' R3 4,2

epigalokatechina R3, R5, R7, R3', R4', R5' - 3,8

galokatechina R3, R5, R7, R3', R4', R5' - 3,2

galusan epikatechiny R5, R7, R3', R4' R3 1,1
epikatechina R5, R7, R3', R4' - 1,0

przedstaw ione w  Tabeli 1, obserwowano w  zakresie stężeń 
10-20 pM.

Ekspresję genów  zaw ierających w regionach prom o- 
torow ych elem ent EpRE aktyw ują transkrypcyjnie tak 
że n iek tóre  katechiny [22,24]. M uzolf-Panek i wsp. [22] 
w ykazali, że najw iększą skuteczność w śród  katechin 
jako induk to ra  ekspresji genu kodującego enzym  N Q 01 
w ykazuje  galusan epigalokatechiny (Tabela 1). D obrym i 
induk to ram i ekspresji genu kodującego N Q 01  są, poza 
galusanem  epigalokatechiny, rów nież epigalokatechi- 
na, galokatechina i galusan  galokatechiny. M aksym alne 
w artości w spółczynników  indukcji tych zw iązków , w y 
znaczone w zakresie stężeń 100-200 pM, zaw ierają się w 
p rzedzia le  3,2-5,0 (Tabela 1). G alusan epikatechiny oraz 
epikatech ina i jej izom er katechina nie aktyw ują ekspre 
sji genu kodującego N Q 01. Na podstaw ie uzyskanych 
w yników  autorzy  stw ierdzili, że zdolność do indukcji 
w ykazują  jedynie katechiny posiadające ug rupow anie  
p irogalolow e w cząsteczce [22], O dm ienne w yniki badań  
uzyskali C hen i w sp. [24], którzy stw ierdzili, że najsilniej
szym i induk to ram i ekspresji genu reporterow ego EpRE- 
lucyferaza w grupie  badanych  katechin są galusan  ep iga
lokatechiny oraz galusan  epikatechiny. Epigalokatechina 
oraz epikatechina charakteryzują się ponad  czterokrotnie 
n iższym i w spółczynnikam i indukcji w  po rów nan iu  do 
ich galusanów . Katechina natom iast nie indukuje  eks
presji genów  zaw ierających w regionach prom otorow ych 
elem ent EpRE. Poniew aż najw yższy poziom  indukcji 
ekspresji genu reporterow ego EpRE-lucyferaza w ykazują 
jedynie  katechiny zawierające resztę kw asu galusow ego, 
C hen i w sp. [24] w ysunęli w niosek, że zdolność kate 
chin do indukcji jest w ynikiem  obecności reszty  kw asu

galusow ego w ich cząsteczkach. W yni
ki badań  M uzolf-Panek i w sp. [22] nie 
potw ierdziły  tego w niosku, poniew aż 
galusan epikatechiny nie indukuje  eks
presji genu N Q O l.

Indukcję ekspresji genu kodującego re- 
duktazę chinonow ą przez flawonoidy w 
kom órkach H epa-lc lc7  badali Yang i Liu 
[25]. W yniki tych badań  przedstaw iono 
w Tabeli 2. A utorzy wykazali, że spo
śród badanych flawonoidów, najlepszym 
induktorem  ekspresji genu reduktazy 
chinonowej jest kw ercetyna (flawonol) 
z m aksym alnym  współczynnikiem  in
dukcji 3,5 (dla stężenia 30 pM). Dobrym 
induktorem  jest rów nież genisteina (izo- 
flawon), której m aksym alny w spółczyn
nik indukcji w ynosi 2,8 (dla stężenia 50 
pM). Pozostałe flawonoidy: delfinidyna, 
m alw idyna (antocyjany), katechiny i ru 
tyna (flawonol) w ykazują słabą induk 
cję ekspresji genu kodującego reduktazę 
chinonową. Uda i w spółpracow nicy [26] 
wykazali, że w zakresie stężeń 0-100 pM  
najbardziej aktyw nym  flawonoidem  jest 
galangina (flawonol). Kampferöl, kw er
cetyna, m irycetyna (flawonole) oraz api- 
genina (flawon) rów nież aktyw ują induk 
cję tego genu. M aksym alne w spółczynni

ki indukcji dla tych zw iązków  są jednak znacznie niższe i 
m ieszczą się w  zakresie 1,6-2,8 (Tabela 2). Na podstaw ie 
uzyskanych w yników  autorzy stwierdzili, że istotnym  
elem entem  struk tury  flaw onoidów  odpow iadającym  za 
ich zdolność do indukcji genu reduktazy  chinonowej jest 
obecność podw ójnego w iązania m iędzy atom am i węgla 
C2-C3 [25,26]. Ponadto, g rupa hydroksylow a w  pozycji 
C3 zwiększa aktyw ność zw iązku jako induktora  [26], co 
jest zgodne z cytow anym i wcześniej w ynikam i badań Lee- 
Hilz i wsp. [21],

ROLA WŁAŚCIWOŚCI PRO-UTLENIAJĄCYCH 
FLAWONOIDÓW W INDUKCJI EKSPRESJI GENÓW 
KODUJĄCYCH ENZYMY DETOKSYKACYJNE

Wyniki badań wskazują, że flawonoidy indukują ekspre
sję genów kodujących enzym y detoksykacyjne za pośred
nictwem EpRE. Związki te nie mają jednak charakteru elek- 
trofilowego, który jest kluczowy dla m echanizm u indukcji 
(Ryc. 2). Znane są raczej jako antyoksydanty zdolne do od 
daw ania elektronu. Charakter elektrofilowy, konieczny do 
aktywacji transkrypcyjnej genu zawierającego w  regionie 
prom otorow ym  sekwencję EpRE, posiadają natomiast m e
tabolity flawonoidów o strukturze chinonów, które pow sta
ją na skutek utleniania (chemicznego lub enzymatycznego) 
tych związków.

Powstawanie chinonów flawonoidów jest dobrze udo 
kum entow ane w literaturze [22,27-33]. Utlenianie flawo
noidów  z utw orzeniem  chinonów może zachodzić bądź w 
obecności jonów metali przejściowych, bądź w obecności 
enzym ów utleniających takich jak peroksydaza lub tyrozy- 
naza, niezależnie od obecności jonów metali przejściowych.
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Rycina 3. Reakcja utleniania flaw onoidów  na przykładzie galusanu epigalokatechiny (EGCG). Oznaczenia: SQ EGCG 
— semichinon galusanu epigalokatechiny, Q EGCG — chinon galusanu epigalokatechiny, RFT — reaktyw ne formy 
tlenu.

Powstawanie chinonów flawonoidów jest wynikiem 
2-elektronowej reakcji utleniania flawonoidów przebiega
jącej w jednym  lub dwóch etapach (Ryc. 3). Produktam i 
pośrednim i reakcji utleniania flawonoidów do chinonów 
są rodniki fenoksylowe. Formy chinonowe są wysoce tok
syczne, co wynika z ich dużej reaktywności. Ze względu 
na silnie elektrofilowy charakter, chinony mogą wiązać się 
kowalentnie z makrocząsteczkami komórek, powodując 
zmiany ich struktury i funkcji, co w konsekwencji prow adzi 
do pow staw ania i rozwoju wielu chorób degeneracyjnych. 
Ponadto, zarów no rodniki fenoksylowe jak i chinony mogą 
uczestniczyć w cyklu redoks, generując duże ilości reaktyw 
nych form tlenu takich jak np. nadtlenek w odoru i rodnik 
hydroksylowy (Ryc. 3).

Istotną rolę chinonów flawonoidów, powstających w 
w yniku ich działania pro-utleniającego, w mechanizmie in
dukcji ekspresji genu kodującego N Q O l za pośrednictwem  
EpRE potw ierdzono różnymi drogam i [21,22], U dow odnio
no przy zastosowaniu metody in vitro (utlenianie flawono
idów w obecności tyrozynazy i glutationu, ang. glutathione- 
trapping method), że flawonoidy charakteryzujące się wyso

ką aktywnością jako induktory 
genu kodującego N Q 01 (kwer- 
cetyna, luteolina, fisetyna, kam p- 
ferol, galusan epigalokatechiny 
i epigalokatechina) są zdolne do 
tworzenia chinonów [22,27,32- 
34], Chinony wykryto drogą po
średnią poprzez identyfikację ich 
koniugatów z glutationem.

Bezpośrednim dow odem  na 
to, że indukcja genów kodujących 
enzymy detoksykacyjne jest w y 
nikiem aktywności pro-utlenia- 
jącej flawonoidów, wynikającej z 
ich zdolności do tworzenia chi
nonów, są wyniki badań ich ak
tywności jako induktorów  genu 
kodującego N Q 01 w komórkach 

z m odulow anym  poziomem wew nątrzkom órkow ego glu- 
tationu.

Zarówno Lee-Hilz i wsp. [21] jak i Muzolf-Panek i wsp.
[22] stwierdzili, że ekspresja genu N Q 01 za pośrednictwem  
EpRE jest osłabiona w komórkach EpRE-LUX z podw yż
szonym poziomem wewnątrzkom órkowego glutationu 
i podw yższona w komórkach z obniżonym poziom em  
glutationu (Ryc. 4). Im wyższy poziom w ew nątrzkom ór
kowego glutationu, tym większa ilość związków elektrofi- 
lowych (chinonów) ulega sprzęganiu z glutationem  i tym 
niższy poziom indukcji. Zmniejszenie poziom u glutationu 
powoduje zachwianie homeostazy i sprawia, że komórki 
stają się bardziej wrażliwe na stres oksydacyjny czyli obser
wuje się wyższy poziom indukcji. Zatem zaobserwowane 
zmiany wartości współczynników indukcji flawonoidów, 
takich jak kwercetyna, kampferol, fisetyna, epigalokate
china, galokatechina, galusan epigalokatechiny i galusan 
galokatechiny, w komórkach EpRE-LUX z obniżonym lub 
podw yższonym  poziomem glutationu wskazują na istotną 
rolę chinonów tych flawonoidów, powstających w  w yniku 
ich działania pro-utleniającego, w  mechanizmie tej induk 

cji (Ryc. 4). Autorzy wyjaśnili, że u tw orzone 
w wyniku utleniania flawonoidów chinony 
lub reaktywne formy tlenu powstające w cy
klu redoks, oddziałują z grupam i tiolowymi 
białka represorowego K eapl, w wyniku czego 
następuje uwolnienie Nrf2 z kompleksu Keap- 
1-Nrf2. Białko Nrf2 przemieszcza się do jądra 
komórkowego, gdzie łączy się z elem entem  
EpRE genu kodującego N Q 01 i włącza trans- 
krypcyjnie jego ekspresję [21,22].

Dodatkowym  potwierdzeniem  istotnej roli 
właściwości pro-utleniających flawonoidów w 
mechanizmie indukcji ekspresji genów kodują
cych enzymy detoksykacyjne, takie jak N Q 01, 
są stw ierdzone zależności pom iędzy param e
trami charakteryzującymi łatwość utlenia
nia flawonoidów a wyznaczonymi dośw iad 
czalnie dla tych związków współczynnikami 
indukcji. Lee-Hilz i wsp. [21] podobnie jak 
wcześniej Zoete i wsp. [35] wykazali, że war-

Rycina 4. Poziom  indukcji ekspresji genu kodującego N Q 01 przez flawonoidy oraz próbkę kon
trolną (0,5% DMSO) w kom órkach EpRE-LUX z niezm ienionym  (0 mM NAC lub 0 pM BSO), po d 
w yższonym  (40 mM  NAC) lub obniżonym  (100 pM  BSO) poziom em  glutationu [21,22], Badane fla
w onoidy oznaczono następującym i skrótami: Q — kwercetyna, Kpf -kam pferol, F — fisetyna, EGC 
— epigalokatechina, GC — galokatechina, GCG — galusan galokatechiny i EGCG — galusan epiga
lokatechiny. Pozostałe oznaczenia na rycinie: NAC — N-acetylo-L-cysteina, BSO — DL-butionino- 
[S,R]-sulfoksyimina.
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Tabela 2. M aksym alne wartości w spółczynników  indukcji ekspresji genu reduktazy  chinonowej w yzna
czone d la  flaw onoidów  w  kom órkach H epa-lc lc7  [25,26].

Flaw onoid Miejsce podstaw ienia grupy OH

flawonole:

kw ercetyna

galangina

kam pferol

m irycetyna

izoflawon:

genisteina

flawon:

apigenina

R3, R5, R7, R3', R4'

R3, R5, R7 

R3, R5, R7, R4'

R3, R5, R7, R3', R4', R5'

R5, R7, R4'

R5, R6, R4'

W spółczynnik
indukcji

3.5 

2,1

3.6 

2,8

1.6

2,8

1,6

Piśmiennictwo

[25]

[26] 

[26] 

[26] 

[26]

[25]

[26]

tości param etru Ehomo 21 flawonoidów, odzwierciedlające 
łatwość oddaw ania elektronu przez cząsteczkę, korelują z 6.
wartościami współczynników indukcji wyznaczonymi dla 
tych związków. Z kolei Muzolf-Panek i wsp. [22] stw ierdzi
li, że katechiny będące dobrymi induktoram i ekspresji genu 7-
N Q 01 charakteryzują się jednocześnie niskimi wartościami 
potencjału utleniania — param etru odzwierciedlającego ła
twość oddaw ania elektronu przez cząsteczkę, jak i niskimi 
wartościami różnicy ciepła tworzenia chinonu — param e
tru wyrażającego energię potrzebną do utworzenia chino
nu katechiny. Wyniki te potwierdzają hipotezę, że zdolność 
flawonoidów do indukcji ekspresji genu kodującego N Q 01 
w ynika z łatwości utleniania tych związków, czyli ich zdol
ności do tworzenia chinonów, będącej wynikiem działania 
pro-utleniającego związków.

PODSUMOWANIE

Właściwości pro-utleniające flawonoidów, a więc ich 
zdolność do tworzenia wysoce reaktywnych chinonów 
uznaw ano dotychczas za niekorzystne dla organizmu. Jed
nakże, w ostatnich latach ujawniono, że powstające w wyni
ku utleniania związków polifenolowych silnie elektrofilowe 
chinony mogą wykazywać pozytywny w pływ  na organizm 
człowieka poprzez aktywację ekspresji genów kodujących 
enzym y detoksykacyjne.

Z p u n k tu  w idzenia  ochronnego działania składników  
żyw ności na organizm  człowieka potencjalna zdolność 
flaw onoidów  do indukcji ekspresji genów  kodujących 
enzym y detoksykacyjne zasługuje na szczególną uwagę. 
Selektyw na indukcja ekspresji tych genów  przez flawo- 
noidy  w ystępujące w żywności m oże stanow ić skuteczną 
ochronę kom órek organizm u przed  toksycznym  dzia ła 
niem  ksenobiotyków  i reak tyw nych  form tlenu. Indukcja 
enzym ów  detoksykacyjnych przez flaw onoidy m oże być 
w ykorzystana  jako strategia zapobiegania now otw orom  
oraz innym  schorzeniom  jak choroby neurodegeneracyjne 
i uk ładu  krążenia [16]. Podsum ow ując flaw onoidy mogą 
w ykazyw ać efekt p ro-zdrow otny  nie tylko jako przeciw- 
u tleniacze ale rów nież jako pro-utleniacze indukując eks
presję genów  kodujących enzym y detoksykacyjne.
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S łow a kluczow e: m elanocyty, m elanina, mela- 
nogeneza, stres oksydacyjny, reaktyw ne form y 
tlenu, a-m elanotropina

W ykaz skrótów : 6-4 PP — fotoprodukty  (6-4) 
p irym idyno-pirym idonow e; ACTH — horm on 
adrenokortykotropow y; CPD — cyklobutano- 
w e d im ery pirym idyny; CRE — elem ent od 
pow iedzi na cAMP; CREB — białko wiążące 
elem ent odpow iedzi na cAMP; DCT — tau- 
tom eraza DOPAchrom owa; DOPA — L-3,4- 
dihydroksyfenyloalanina; MC1R — receptor 
m elanokortynow y 1; MITF (ang. microphthal
mia associated transcription factor) — czynnik 
transkrypcyjny kontrolujący m elanogenezę; 
a-M SH — a-horm on stym ulujący m elanocyty, 
a-m elanotropina; PKA — zależna od cAMP 
kinaza białkow a A; POMC — proopiom elano- 
kortyna; RFT — reaktyw ne form y tlenu; TYR 
— tyrozynaza (oksydoreduktaza m onofenol, 
o-difenohtlen); TRP1 — białko 1 pokrew ne 
tyrozynazie; USF-1 (ang. upstream stimulating 
factor) — czynnik transkrypcyjny; UV — pro 
m ieniow anie nadfioletow e

STRESZCZENIE

N admierna ekspozycja na promieniowanie nadfioletowe (UV) jest jednym z głównych  
czynników etiologicznych nowotworów skóry. Promieniowanie UV, bezpośrednio lub 

w sposób pośredni, przez generowanie reaktywnych form tlenu, uszkadza DNA, białka i li
pidy błonowe, działa genotoksycznie, wyw ołuje zapalenie oraz immunosupresję. Kluczową 
rolę w  ochronie skóry przed uszkodzeniami wywołanym i przez promieniowanie UV od
grywają melanocyty, komórki syntetyzujące barwniki melaninowe. W pracy przedstawiono 
fotoprotekcyjne działanie melanin, regulację melanogenezy w  odpowiedzi na promieniowa
nie UV i rolę białka p53 w tym procesie oraz związek między melanogeniczną a antyoksy- 
dacyjną aktywnością melanocytów. Dyskutowany jest również udział, indukowanych przez 
promieniowanie UV, reaktywnych form tlenu w stymulowaniu syntezy melaniny.

WPROWADZENIE

Skóra człowieka jest jedynym narządem  bezpośrednio wystawionym  na dzia
łanie promieniowania nadfioletowego (UV) pochodzącego ze Słońca. Chociaż 
promieniowanie UV jest niezbędne do syntezy witaminy D, nadm ierna ekspo
zycja na promieniowanie słoneczne może prowadzić do fotokancerogenezy i fo- 
tostarzenia skóry [1-3], Promieniowanie UV, bezpośrednio lub w  sposób pośred
ni, uszkadza kwasy nukleinowe, białka i lipidy błonowe, działa genotoksycz
nie, wywołuje zapalenie oraz immunosupresję [4-7]. Energia promieniowania z 
zakresu UVB (290-320 nm) jest bezpośrednio absorbowana przez DNA i może 
indukować tworzenie m utagennych cyklobutanowych dimerów pirym idyny 
(CPD) i fotoproduktów (6-4) pirymidyno-pirym idonowych (6-4PP) [6]. Biolo
giczne efekty promieniowania UVA (320-400 nm) związane są z generowaniem 
reaktywnych form tlenu (RFT) poprzez fotoaktywację endogennych i egzogen
nych fotouczulaczy [5,7], RFT wywołują oksydacyjne uszkodzenia DNA i coraz 
więcej dow odów  wskazuje na istotny wkład UVA w fotokancerogenezę [8-10], 
Ponadto, RFT mogą pośredniczyć w przekazywaniu sygnałów indukowanych 
w komórkach przez promieniowanie UV. W skórze RFT, szczególnie tlen single- 
towy i nadtlenek wodoru, tworzone są w wyniku ekspozycji zarówno na UVA 
jak i na UVB [11,12],

Kluczową rolę w  ochronie skóry przed niebezpiecznymi skutkami działania 
promieniowania UV pełnią melanocyty, komórki wyspecjalizowane w w ytw a
rzaniu i dystrybucji fotoprotekcyjnych barwników melaninowych. Promienio
wanie UV stymuluje syntezę melaniny i eksport wytworzonego barwnika do 
keratynocytów, co objawia się brązowieniem skóry i nazywane jest opalaniem. 
Zazwyczaj obserwuje się w yraźną korelację między konstytutywną barwą skóry 
a odpornością na indukow any przez promieniowanie UV rum ień i oparzenia 
słoneczne [13]. Co więcej, badania epidemiologiczne wskazują, że częstość w y
stępowania now otw orów  skóry jest dużo w yższa u osób z jasną skórą i brakiem 
zdolności lub słabą zdolnością do opalania (fototyp I i II), niż u osób o ciemnej 
skórze, które łatwo się opalają [14,15]. Wydaje się, że nie tylko melanina, ale 
również sam proces melanogenezy jest mechanizmem chroniącym skórę przed 
prom ieniowaniem  UV, a szczególnie przed generowaniem stresu fotooksyda- 
cyjnego.

MELANOGENEZA

W skórze człowieka melanocyty zlokalizowane są w w arstw ie podstawnej 
naskórka. Chociaż stanowią one nieliczną populację (tylko ok. 1%) w śród kom ó
rek naskórka, dzięki swoim w ypustkom  każdy melanocyt pozostaje w kontak
cie z około 36 keratynocytami, tworząc tzw. naskórkową jednostkę melaninową 
[16], Keratynocyty wydzielają szereg substancji, które regulują przeżywalność, 
proliferację i różnicowanie melanocytów oraz stymulują melanocyty do wytwa-
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rzania melaniny [17,18], Gęstość melanocytów w skórze lu
dzi różnych ra s /g ru p  etnicznych jest podobna [19].

Melanocyty wytwarzają dw a odrębne typy barwników 
melaninowych: brązowo-czarną eumelaninę, złożoną głów
nie z m onom erów typu indolowego i żółtą lub czerwoną 
feomelaninę zawierającą strukturalne podjednostki typu 
benzotiazyny i benzotiazolu, powstałe w  wyniku włączenia 
cysteiny w szlak melanogenezy. Biosynteza melaniny za
chodzi w melanosomach, cytoplazmatycznych organellach 
melanocytów, których bezpośrednimi prekursoram i są wa- 
kuolarne domeny wczesnych endosom ów [20], Kluczowym 
enzymem szlaku eumelanogenezy i feomelanogenezy jest 
tyrozynaza (oksydoreduktaza monofenol, o-difenol:tlen; 
EC 1.14.18.1; TYR), która katalizuje obligatoryjny etap 
syntezy melaniny — hydroksylację L-tyrozyny do L-3,4- 
dihydroksyfenyloalaniny (DOPA) i utlenianie L-DOPA do 
L-DOPAchinonu (Ryc. 1). W inicjowaniu procesu melano
genezy mogą również uczestniczyć dw a inne enzymy, hy- 
droksylaza fenyloalaninowa i hydroksylaza tyrozynowa 
I [21]. DOPAchinon jest wysoce reaktywnym  związkiem 
i łatwo ulega wewnątrzcząsteczkowej cyklizacji do leuko- 
DOPAchromu, który natychmiast zostaje utleniony przez 
kolejną cząsteczkę DOPAchinonu, a produktam i tej reakcji

redoks są DOPAchrom i DOPA. Dalsze losy DOPAchro- 
mu zależą od aktywności tautomerazy DOPAchromowej 
(DCT; EC 5.3.2.3), która katalizuje przegrupow anie DOPA- 
chrom u do kwasu 5,6-dihydroksyindolo-2-karboksylowego 
(DHICA). W nieobecności tego enzym u DOPAchrom ulega 
powolnej spontanicznej dekarboksylacji, tworząc 5,6-dihy- 
droksyindol (DHI). Powstałe indole są utleniane przez ty- 
rozynazę do indolochinonów, które polimeryzują tworząc 
eumelaninę. Do prawidłowej syntezy eumelaniny w ym aga
ne jest jeszcze białko TRP1 (białko 1 pokrewne tyrozynazie), 
które moduluje aktywność tyrozynazy [22]. Synteza feome- 
laniny obejmuje addycję cysteiny do DOPAchinonu z u tw o
rzeniem izomerów cysteinyloDOPA, które po utlenieniu do 
chinonów ulegają cyklizacji do pochodnych benzotiazyny. 
Tworzenie feomelaniny zachodzi przy niskich stężeniach 
tyrozyny, niskiej aktywności tyrozynazy i nie w ym aga 
obecności TRP1 i DCT [23,24].

Syntetyzowana melanina odkładana jest na fibrylach 
białkowej matrycy w ew nątrz melanosomu. W ypełnione 
melaniną melanosomy są transportowane do końców w y
pustek melanocytów i następnie przekazywane do sąsia
dujących keratynocytów na drodze fagocytozy, w  której 
uczestniczy aktywowany przez proteazę receptor 2 (PAR- 

2) na powierzchni keratynocytów. [22]. Ilość 
i typ syntetyzowanej melaniny oraz liczba, 
wielkość i kształt melanosomów, a także ich 
rozmieszczenie w obrębie keratynocytów nie 
tylko determinują barwę skóry, ale odgrywają 
również ważną rolę w fotoprotekcji. Ciemna 
skóra zawiera duże, pojedyncze melanosomy 
o kształcie elipsoidalnym, wypełnione głów
nie eumelaniną, natomiast w skórze jasnej 
melanosomy są małe, mniej liczne, zawierają 
mniej melaniny i mają tendencję do tworzenia 
skupisk [25,26], Melanosomy grom adzą się 
nad jądrami keratynocytów, tworząc struk tu 
ry przypominające parasol, co osłania jądrowy 
DNA przed promieniowaniem UV [25],

REGULACJA MELANOGENEZY

Głównym determ inantem  pigmentacyjnego 
fenotypu człowieka jest receptor melanokorty- 
nowy 1 (MC1R) na powierzchni melanocytów
[27], Gen MC1R  wykazuje wysoki polimorfizm 
wśród ludzi różnych ras i grup etnicznych. Zi
dentyfikowano ponad 60 naturalnych w arian 
tów MC1R, przy czym allele typu dzikiego 
dominują wśród czarnoskórych mieszkańców 
Afryki. Niektóre warianty alleli MC1R, okre
ślane jako allele R, są typowe dla ludzi o ru 
dych włosach i jasnej skórze, którzy są wyjąt
kowo wrażliwi na promieniowanie słoneczne 
[27,28],

MC1R należy do grupy receptorów zw ią
zanych z białkiem G i reguluje zarówno ilość, 
jak i typ melaniny produkowanej przez mela
nocyty [28], Fizjologicznymi agonistami MC1R 
są: horm on stymulujący melanocyty (a-MSH, 
a-melanotropina) i horm on adrenokortyko-

COOH

NH, ~ T
O,

H O „

H O '
H

LeukoDOPAchrom

L-DOPAchinon  

‘  L-DOPA

H

5,6-Dihydroksyindol 

TYR

O.

h
lndolo-5,6-chinon

L-Tyrozyna  

O,
‘S TYR

H O ^ \ ^ \ , C O O H

H o \ J  NH*
L-DOPA  

O.i TYR

n h 2

L-DOPAchinon

rry<
3-c 
-ki

f

Kwas 5,6-dihydroksy- 
indolo-2-karboksylowy

C yste ina

S NH2
H2N ^  COOH s (
2 COOH

CysteinyloDOPA

s n h 2
H2N COOH N (
2 COOH

CysteinyloDOPAchinon

1
OH

J ^ N  (COOH)

XXLc°oh
H

Kwas indolo-5,6-chinono- 
-2-karboksylowy

HjN^COOH

EUMELANINA

pochodne benzotiazyny

FEOMELANINA

Rycina 1. Szlak biosyntezy eum elaniny i feomelaniny w melanocytach. TYR — tyrozynaza, DCT 
— tautom eraza DOPAchromowa, PAH — hydroksylaza fenyloalaninowa, THI -hydroksylaza tyro
zynow a I. Szarym kolorem  zaznaczono reakcje, które m ogą dodatkow o uczestniczyć w inicjowaniu 
syntezy melaniny. O pracow anie w łasne n a podstaw ie  [21-24].

Postępy Biochemii 56 (3) 2010 291http://rcin.org.pl



tropow y (ACTH), powstające w skórze w  w yniku przetw a
rzania proopiomelanokortyny (POMC). Ponieważ komórki 
skóry syntetyzują konwertazy PCI i PC2, a także białko 7B2 
niezbędne do generowania enzymatycznie aktywnej formy 
PC2, uw aża się, że potranslacyjne przem iany POMC w skó
rze zachodzą podobnie jak w ośrodkow ym  układzie nerw o
w ym  [29], Ekspresję genu i obecność białka POMC wykryto 
w keratynocytach i melanocytach, a także w  innych kom ór
kach skóry, co sugeruje, że lokalnie produkow ane melano- 
kortyny mogą regulować melanogenezę poprzez mechani
zmy para, auto- lub intrakrynne [29]. W iązanie a-MSH lub 
ACTH do receptora MCI prowadzi do aktywacji cyklazy 
adenylanowej i w zrostu wew nątrzkom órkow ego poziomu 
cyklicznego AMP, co aktywuje zależną od cAMP kinazę 
białkową A (PKA). Po translokacji do jądra PKA fosfory luje 
i aktywuje czynnik transkrypcyjny CREB (białko wiążące 
element odpow iedzi na cAMP). Ponieważ regiony promo- 
torowe genów TYR, TYRP1 i DCT nie posiadają elementu 
odpow iedzi na cAMP (CRE), transkrypcyjna kontrola me- 
lanogenezy jest koordynowana przez czynnik MITF (ang. 
microphthalmia associated transcription factor). CREB wiąże 
się z dom eną CRE w regionie prom otorow ym  genu MITF, 
aktywując jego transkrypcję, a MITF reguluje ekspresję ge
nów TYR, TYRP1 i DCT przez wiązanie sekwencji określa
nych jako kasety M i E w promotorach tych genów [29,30]. 
Zwiększony poziom melanogenicznych enzym ów  stym ulu
je syntezę eumelaniny [31].

Fizjologicznym antagonistą receptora M CI jest sygna
łowe białko agouti (ASP u myszy, ASIP u człowieka [28]), 
które funkcjonuje jako kompetycyjny inhibitor wiązania 
a-MSH do MC1R [32]. U myszy, ekspresja genu agouti po
woduje przełączenie syntezy melaniny z eum elaniny do 
feomelaniny, a mutacje wywołujące nadprodukcję ASP pro
w adzą do fenotypu o żółtej sierści [29]. W prawidłowych 
melanocytach człowieka, które wykazują relatywnie niski 
konstytutyw ny poziom ekspresji MC1R, białko ASIP bloku
je całkowicie aktywację MC1R przez a-MSH i znosi stym u
lujący w pływ  a-MSH na melanogenezę [32],

Synteza MC1R jest regulowana przez jego ligandy, a tak
że przez szereg endokrynnych i parakrynnych czynników, 
znanych ze swojego w pływ u na melanogenezę. W ykaza
no, że a-MSH i ACTH zwiększają poziom MC1R mRNA 
w hodowlach melanocytów [33,34], podczas gdy ASIP 
drastycznie go redukuje [33], Wzrost poziom u transkryp- 
tu MC1R obserwowano w prawidłowych melanocytach 
człowieka eksponowanych na działanie (3-estradiolu, hor
monu zaangażowanego w hiperpigmentację, endoteliny-1, 
in terleukiny-la  i interleukiny-ip [33,35], Umiarkowany 
spadek ekspresji MC1R zanotowano natom iast w  przypad 
ku TNF-a i TGF-p, cytokin zdolnych do tłumienia melano- 
genezy [35], Istotną rolę w  regulowaniu ekspresji MC1R od 
grywa promieniowanie UV [33,35],

FOTOPROTEKCYJNE DZIAŁANIE MELANINY

Melanina zlokalizowana nad jądrami keratynocytów 
działa jak ekran przeciwsłoneczny, absorbując i rozprasza
jąc padające promieniowanie, co znacznie zmniejsza jego 
penetrację w  naskórku i chroni jądrowy DNA przed uszko
dzeniami wywołanym i przez promieniowanie UV [16,36].
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Energia zaabsorbowanego promieniowania jest szybko i 
efektywnie przekształcana w ciepło w obrębie polimeru 
melaninowego. Dla eumelaniny stopień konwersji energii 
absorbowanych fotonów promieniowania UV w ciepło jest 
większy niż 99% [37]. Fotoprotekcyjne działanie melaniny 
może wynikać także z jej właściwości antyoksydacyjnych. 
Eumelanina jest zdolna do wygaszania stanów  w zbudzo 
nych fotouczulaczy i tlenu singletowego oraz do oddzia 
ływania z reaktywnymi rodnikami tlenowymi, które mogą 
być generowane w reakcjach fotochemicznych [37,18]. 
Istotnie, wykazano, że melanina chroni melanocyty przed 
oksydacyjnymi uszkodzeniami błony w ywołanym i przez 
promieniowanie UVA [38].

Szereg danych doświadczalnych potw ierdza protekcyjne 
działanie melaniny przeciwko uszkodzeniom  DNA w yw o
łanym przez promieniowanie UV. Porównanie indukcji fo- 
toproduktów  DNA w hodowlach melanocytów człowieka
0 różnej zawartości melaniny, po ekspozycji na pojedynczą 
daw kę UV, wykazało odw rotną korelację między pozio
mem CPD i 4-6PP a stopniem pigmentacji melanocytów, 
przy czym poziom fotoproduktów był najniższy w m ela
nocytach o największej zawartości melaniny [39,40]. O d 
wrotną korelację między zawartością melaniny a zasięgiem 
uszkodzeń DNA indukowanych in situ przez prom ienio
wanie UVA/UVB stwierdzono w naskórku osób o różnej 
konstytutywnej barwie skóry [41-43]. Ponadto, dośw iad
czalnie wykazano, że pigmentacja indukow ana w  wyniku 
powtarzanych ekspozycji chroni skórę przed uszkodzenia
mi DNA, wywołanymi przez następne ekspozycje na pro 
mieniowanie UV [44].

MELANOGENEZA INDUKOWANA 
PRZEZ PROMIENIOWANIE UV

Brązowienie skóry w odpowiedzi na światło słoneczne 
jest złożonym procesem, w znacznym stopniu zdeterm ino
wanym  przez konstytutywną barwę skóry. Rozróżnia się 
dw a typy opalania: natychmiastowe, które może zachodzić 
w ciągu kilku m inut po ekspozycji na prom ieniowanie UV
1 opóźnione, które zaczyna być widoczne dopiero po kilku 
dniach. Natychmiastowe opalanie indukow ane jest głównie 
przez promieniowanie UVA i jest wynikiem fotooksydacji 
istniejącej melaniny lub produktów  przejściowych melano- 
genezy przez RFT. Opóźnione opalanie obejmuje aktyw a
cję funkcji melanocytów i może być indukow ane zarów no 
przez UVB jak i UVA [16,45]. W odpow iedzi na prom ie
niowanie UV wzrasta synteza MITF i białek specyficznych 
dla melanocytów, w tym TYR, TYRP1 i DCT, co stymuluje 
melanogenezę i prowadzi do wzrostu produkcji melaniny 
[19,45], Zwiększa się również dendrytyczność m elanocytów 
i transfer melanosomów do keratynocytów oraz zmienia 
dystrybucja melaniny w naskórku [19],

MITF jest czynnikiem transkrypcyjnym, zawierającym 
zasadow y m otyw helisa-pętla-helisa z suw akiem  leucy- 
now ym  (b-HLH-LZ), który wiąże się do sekwencji CA- 
(T/C)GTG, zwanej kasetą E, w  prom otorach wielu genów 
i aktywuje ich transkrypcję. Specyficzna dla melanocytów 
izoforma MITF, MITF-M, uczestniczy w regulacji szlaków 
sygnalizacyjnych, które kontrolują rozwój, proliferację, 
przeżywalność i różnicowanie melanocytów, jak również
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Rycina 2. Stym ulacja m elanogenezy przez prom ieniow anie UV. Białko p53, aktyw ow ane w  odpow iedzi na  uszkodzenia DNA 
w yw ołane p rom ieniow aniem  UV, w iąże się do prom otora genu proopiom elanokortyny (POMC) i aktyw uje jego transkrypcję w 
keratynocytach. a-M elanotropina (a-MSH), powstająca w w yniku przetw arzania  białka POMC, w iąże się z receptorem  mela- 
nokortynow ym  1 (MC1R) na pow ierzchni m elanocytów, co aktywuje szlak cAMP. C zynnik transkrypcyjny MITF reguluje syn
tezę m elanogenicznych enzym ów, tyrozynazy (TYR), tau tom erazy DOPAchromowej (DCT) i białka 1 pokrew nego tyrozynazie 
(TRP1). A ktyw ow ana p rzez prom ieniow anie UV kinaza białkow a p38 fosforyluje czynnik transkrypcyjny USF-1. W iązanie ufos- 
forylowanego (reszta seryny 153) USF-1 z sekwencją kasety E w  prom otorach genów  MC1R, POMC  i TYR  aktyw uje ich ekspresję 
i p row adzi do w zrostu  syntezy eum elaniny. O pracowanie w łasne na podstaw ie [30,52-57,69],

proces melanogenezy [46], MITF-M reguluje transkrypcję 
melanogenicznych enzymów: tyrozynazy, TRP-1 i DCT, a 
także białka PMEL17 niezbędnego do tworzenia matrycy 
melanosomu oraz białka Rab27a, które uczestniczy w trans
porcie melanosomów w w ypustkach melanocytu [30,47,48], 
Synteza MITF w odpow iedzi na promieniowanie UV jest 
regulowana przez czynnik transkrypcyjny SOX9, w  sposób 
zależny od cAMP i PKA [49]. Wykazano, że synteza SOX9 
w melanocytach wzrasta znacząco po ekspozycji na prom ie
niowanie UVB, a SOX9 aktywuje bezpośrednio promotory 
genów MITF i DCT, zwiększa syntezę DCT i tyrozynazy 
oraz stymuluje syntezę melaniny [49]. Wzrost poziomu 
DCT, której aktywność w pływ a na proporcje m onom erów 
typu DHICA i DH1 w polimerze eumelaninowym, może 
mieć istotne znaczenie dla przeciwutleniających właściwo
ści melaniny. Stwierdzono bowiem, że inaktywacja DCT 
prow adzi do w zrostu poziomu RFT i ilości apoptycznych 
komórek w  naskórku myszy po ekspozycji na promienio
wanie UVA [50].

W pływ prom ieniowania UV na melanogenezę zależy sil
nie od uk ładu  a-M SH /M C IR  i przejawia się na poziomie 
zarówno receptora jak i aktywującego go ligandu. Promie

niowanie UV wywołuje 
wzrost ekspresji genów 
POMC  i MC1R w  mela
nocytach [51,52], Trans
krypcja tych genów regu 
lowana jest przez czyn
nik USF-1 (ang. upstream 
stimulating factor), po ak
tywacji przez kinazę biał
kową p38 aktywowaną 
przez mitogeny (MAPK) 
[52], USF-1, podobnie jak 
MITF, jest czynnikiem 
transkrypcyjnym typu 
b-HLH-LZ i wiąże się z 
zachowanymi w ew olu
cji motywami kasety E 
w promotorach genów 
docelowych [53], W od 
powiedzi na prom ienio
wanie UV kinaza p38 fos
foryluje resztę treoniny w 
pozycji 153 USF-1, a ufos- 
forylowany USF-1 wiąże 
się z m otywem  kasety E w 
promotorach genu MC1R  
i genu POMC, induku 
jąc ich ekspresję [52,53], 
Szlak kinaza p38/U SF-l 
pośredniczy również w 
indukowanej przez pro 
mieniowanie UV syntezie 
tyrozynazy w melanocy
tach [54] (Ryc. 2).

Dobrze poznaną rolą 
p38 MAPK jest zapobie
ganie niekontrolowa
nej proliferacji komórek 
przez zatrzymanie ich 

wzrostu i apoptozę, szczególnie w  odpowiedzi na reaktyw 
ne formy tlenu. RFT mogą aktywować kinazę 1 sygnalizacji 
apoptozy (ASK1), która jest aktywatorem  kinazy p38 [55,56], 
Szereg dow odów  wskazuje, że w  indukowanej przez pro 
mieniowanie UV aktywacji kinazy p38 pośredniczą również 
RFT i ASK1 [57]. Można więc przypuszczać, że sam proces 
melanogenezy jest odpowiedzią na stres oksydacyjny w y 
wołany przez promieniowanie UV.

FOTOUCZULAJĄCE WŁAŚCIWOŚCI MELANINY

Naskórkowe melanocyty są komórkami szczególnie 
narażonymi na stres oksydacyjny. Promieniowanie UVA 
penetruje do w arstw y podstawnej naskórka, w której re
zydują melanocyty i generuje w tych komórkach RFT. Sam 
proces melanogenezy jest również źródłem  RFT w ew nątrz 
melanocytów. Anion ponadtlenkow y i nadtlenek w odoru 
produkow ane są podczas katalizowanej przez tyrozynazę 
oksydacji difenoli (DOPA, DHI, DHICA) do ich chinonów 
i w spontanicznych reakcjach polimeryzacji chinonowych 
produktów  pośrednich melanogenezy [58]. Powstałe RFT 
mogą aktywować tyrozynazę przez wiązanie się z dw o 
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m a atom am i miedzi w  centrum  aktywnym  enzym u i prze
kształcenie nieaktywnej formy met w  aktywną katalitycznie 
formę okso-tyrozynazy [21,59], Ze względu na katalazową 
i peroksygenazową aktywność tyrozynazy, generowany 
nadtlenek w odoru może być, przynajmniej częściowo, w y
korzystyw any przez tyrozynazę do metabolizowania sub
stratów  [58,60].

Ekspozycja melanocytów na promieniowanie UVA lub 
symulowane promieniowanie słoneczne (SSR, 300-400 nm) 
wywołuje, zależne od dawki, generowanie nadtlenku wodo
ru i indukowanie oksydacyjnych uszkodzeń DNA [61-63], 
Uważa się, że te procesy są w  dużym  stopniu związane z 
fotouczulaniem melaniny lub produktów  przejściowych me- 
lanogenezy przez promieniowanie UV. Istotnie, w  badaniach 
in vitro wykazano, że indukcja jednoniciowych pęknięć DNA 
przez UVA lub SSR jest niższa w melanocytach o mniejszej 
zawartości endogennej melaniny i wzrasta po stymulacji me- 
lanogenezy — przez suplementację medium hodowlanego 
tyrozyną, przed ekspozycją na promieniowanie UV [62,63], 
Niektóre dane wskazują, że feomelanina jest bardziej sku
tecznym fotouczulaczem niż eumelanina [63-65].

MELANOGENEZA -  ODPOWIEDŹ 
MELANOCYTÓW NA USZKODZENIA DNA

Pierwsze sugestie dotyczące zw iązku m elanogenezy z 
uszkodzeniam i DNA lub ich napraw ą pochodzą z obser
wacji, że endonukleaza V bakteriofaga T4, enzym  n ap ra 
wiający uszkodzenia DNA przez wycinanie zasad, dodana 
do hodow li m elanocytów po ich ekspozycji na prom ienio
w anie UV zwiększa nie tylko napraw ę DNA, ale również 
zaw artość melaniny [66], Kolejne badania wykazały, że 
małe fragm enty jednoniciowego DNA, takie jak dinukle- 
otydy tym idynow e (pTpT), w prow adzone do hodowli 
m elanocytów wywołują w zrost poziom u tyrozynazy oraz 
stymulację syntezy melaniny w nieobecności UV. Miej
scowa aplikacja pTpT indukuje zwiększoną pigmentację 
skóry zw ierząt doświadczalnych, klinicznie i histologicz
nie identyczną z tą w yw ołaną przez prom ieniow anie UV 
[66]. Co więcej, pTpT wywołuje aktywację białka supreso- 
row ego p53, które odgryw a zasadniczą rolę w  odpow ie
dzi na uszkodzenia DNA, naśladując rów nież pod tym 
w zględem  prom ieniow anie UV [67], Udział białka p53 
w  stym ulow aniu  melanogenezy potw ierdziły badania, 
w  których w ykazano, że p53 zwiększa syntezę melaniny 
przez aktywację syntezy tyrozynazy, ale m echanizm  tego 
procesu nie został wyjaśniony [68]. Późniejsze badania w y
kazały, że p53 bezpośrednio kontroluje transkrypcyjną ak
tywność prom otora genu POMC, a indukcja POMC  przez 
prom ieniow anie UV (via p53) zachodzi preferencyjnie w 
keratynocytach i tylko w niewielkim stopniu w  m elanocy
tach [69], Po ekspozycji skóry myszy na prom ieniow anie 
UV, aktywacja p53 w zm aga transkrypcję genu POMC  w 
keratynocytach, zwiększając wydzielanie a-MSH, który 
następnie stymuluje receptor MC1R na melanocytach, da 
jąc w  rezultacie w zrost produkcji melaniny (Ryc. 2). N ato 
m iast u m yszy pozbaw ionych genu p53 nie w ykryto  akty 
wacji POMC, ani w zrostu poziom u a-MSH i indukow anej 
przez prom ieniow anie UV pigmentacji [69], W ysunięto 
sugestię, że p53 funkcjonuje jako sensor/efek tor m elano
genezy indukow anej przez prom ieniowanie UV [69].
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Białko p53, powszechnie uw ażane za „strażnika geno
m u", reguluje ekspresję wielu genów zaangażowanych w 
kontrolę cyklu komórkowego, apoptozy, napraw y DNA i 
ochrony anty oksydacyjnej. Akumulacja funkcjonalnego p53 
prow adzi do zatrzymania cyklu komórkowego, co pozw a
la na napraw ę uszkodzonego DNA lub eliminację komórki 
na drodze apoptozy i zapobiega reprodukcji komórek z de
fektem genetycznym [1]. Melanocyty są komórkami opor
nymi na apoptozę indukow aną przez promieniowanie UV 
z pow odu wysokiego poziomu BCL2, inhibitora proapop- 
tycznego genu BAX  aktywowanego przez p53. Melanocyty 
używają także innych mechanizmów, aby zapewnić sobie 
przeżycie po ekspozycji na UV. Jednym z nich jest aktywa
cja genu GADD45a, regulatora cyklu komórkowego, który 
hamuje apoptozę. W melanocytach i komórkach czerniaka 
ekspresja GADD45a aktywowana jest w  sposób niezależny 
od p53 [70], Takie m echanizmy są niezbędne dla zapew nie
nia skórze ochrony przed promieniowaniem UV, gdyż m e
lanocyty są zróżnicowanymi komórkami o słabej zdolności 
do proliferacji, które funkcjonują przez dziesięciolecia w  na
skórku człowieka [36],

ZWIĄZEK MIĘDZY MELANOGENICZNĄ A 
ANTYOKSYDACYJNĄ AKTYWNOŚCIĄ MELANOCYTÓW

Głównym  enzym em  odpowiedzialnym  za rozkład nad 
tlenku w odoru w melanocytach jest katalaza [71], W bada
niach in vitro i ex vivo zaobserwowano, że w melanocytach 
pochodzących z jasnej skóry (typ I i II) aktywność katalazy 
jest mniejsza niż w melanocytach pochodzących ze skóry 
ciemniejszej [65,72]. Stosując pierwotne hodowle melanocy
tów o różnym  stopniu pigmentacji wykazano, że ekspresja 
katalazy na poziomie mRNA i białka, oraz jej aktywność en
zymatyczna korelują z poziomem tyrozynazy i zawartością 
melaniny w melanocytach [71]. Te dane wskazują na istnie
nie m echanizmu zdolnego do skoordynowanej regulacji ak
tywności melanogenicznej i antyoksydacyjnej, co może re
prezentować synergistyczną strategię w  celu ochrony przed 
uszkodzeniami w ywołanym i przez promieniowanie UV. W 
konsekwencji osoby o jasnej skórze są bardziej podatne na 
stres fotooksydacyjny. Nie wiadomo, jaki czynnik reguluje 
syntezę katalazy w  melanocytach. Można spekulować, że 
analogicznie do innych komórek [73], katalaza jest indu 
kowana w  odpowiedzi na chroniczną ekspozycję na stres 
oksydacyjny o niskim natężeniu, związany z syntezą mela
niny. Warto zaznaczyć, że niski poziom aktywności katala
zy i niski poziom syntezy tego białka, mimo niezmienionego 
poziom u mRNA katalazy, wykryto w naskórku pacjentów 
z bielactwem nabytym  (vitiligo), chorobie o postępującym 
charakterze, w  której dochodzi do utraty funkcjonalnych 
melanocytów [74],

a-MSH, główny stym ulator melanogenezy, odgryw a 
ważną rolę w  ochronie melanocytów przed stresem oksy
dacyjnym wyw ołanym  przez promieniowanie UV. a-MSH 
jest zdolny do ham owania generowania nadtlenku w odoru 
w melanocytach, indukow anego przez promieniowanie UV 
[61]. Dodanie a-MSH do hodowli melanocytów 4 dni przed 
ekspozycją na promieniowanie UV powodowało zmniej
szenie poziomu oksydacyjnych uszkodzeń DNA, mierzo
nych testem kom etowym  oraz hamowało tworzenie 7,8-di-
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hydro-8-oxoguaniny (8-oxodG) [61]. Takiego ochronnego 
efektu nie obserwowano w melanocytach zawierających 
zm utow aną formę (utrata funkcji) receptora MCI, co w ska
zuje, że antyoksydacyjne działanie a-MSH, podobnie jak 
synteza melaniny, wym aga aktywacji MC1R [61]. a-MSH 
wywołuje także podwyższenie poziomu katalazy i ferryty- 
ny w melanocytach, co dodatkow o zwiększa ich potencjał 
anty oksydacyjny [61]. Ostatnio wykazano, że a-MSH m o
duluje syntezę czynnika transkcyjnego Nrf2 i zależnych od 
niego genów [75]. Nrf2 aktywuje syntezę enzymów fazy II 
detoksykacji, zawierających w promotorach swoich genów 
element odpowiedzi antyoksydacyjnej (ARE). Konstytu
tywnie, Nrf2 wiązany jest przez białko Keap 1 i zatrzym y
w any w cytoplazmie. W w arunkach stresu oksydacyjnego 
Nrf2 jest uw alniany od Keap 1 i translokowany do jądra 
[75,76]. Aktywację szlaku Nrf2 w ludzkich melanocytach 
w odpow iedzi na promieniowanie UVA opisano niedaw 
no, wykazując silną indukcję oksygenazy hemowej 1 (HO- 
1) i um iarkow aną indukcję lekkiej podjednostki ligazy 
y-glutamylocysteinylowej (GCLM) [76], W przeciwieństwie 
do UVA, promieniowanie UVB wywołuje w melanocytach 
obniżenie zawartości Nrf2 i HO-1, nawet poniżej poziomu 
konstytutywnego, a a-MSH w fizjologicznych stężeniach 
kompensuje supresyjny w pływ UVB na ekspresję tych ge
nów. Co więcej, wykazano, że w melanocytach nie ekspo
now anych na promieniowanie UV a-MSH jest zdolny do 
indukow ania ekspresji Nrf2 i zależnych od Nrf genów HO- 
1, y-GCS (syntetazy y-glutamylocysteinowej), szczególnie 
S-transferazy glutationowej Pi [75].

Czynnik transkrypcyjny MITF, który aktywuje trans
krypcję białek niezbędnych dla syntezy melaniny, reguluje 
również komórkową odpow iedź na reaktywne formy tlenu 
przez transkrypcyjną regulację APE-l/Ref-1 (apurynow a/ 
apirym idynow a endonukleaza-l/czynnik  redoks-1) [77], 
APE-l/Ref-1 jest wielofunkcyjnym białkiem zaangażow a
nym w napraw ę oksydacyjnych uszkodzeń DNA przez 
wycinanie zasad i regulację redoks wielu czynników trans- 
krypcyjnych, między innymi p53, AP-1, i N F -k B, w  odpo
wiedzi na subtoksyczne poziomy RFT. W porów naniu z 
praw idłow ym i melanocytami, poziom APE-l/Ref-1 jest 
znacząco wyższy w komórkach czerniaka, co może służyć 
jako adaptacyjna odpow iedź na stres oksydacyjny [78].

PODSUMOWANIE

Udział melanocytów w ochronie skóry przed stresem 
oksydacyjnym wywołanym  przez promieniowanie UV 
jest złożony i nie ogranicza się tylko do fotoprotekcyjnych 
funkcji wytwarzanej melaniny. RFT generowane w mela
nocytach w wyniku fotouczulania melaniny lub wywołane 
przez nie uszkodzenia DNA są sygnałem do uruchomienia 
kaskady szlaków prowadzących do w zrostu syntezy mela
niny. Melanogeneza jest więc odpowiedzią melanocytów 
na zwiększony poziom RFT indukow any przez prom ienio
wanie UV. Istnieje ścisły związek między melanogeniczną 
a antyoksydacyjną aktywnością melanocytów, co wskazuje, 
że praw idłow o przebiegający proces melanogenezy chroni 
upigm entow ane komórki przed stresem oksydacyjnym w y
w ołanym  przez promieniowanie UV. Deregulacja melano
genezy pociąga za sobą obfite i niekontrolowane generowa
nie RFT, co może inicjować kaskadę zdarzeń prowadzących
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do uszkodzenia melanocytów. Taki scenariusz był wcze
śniej proponow any dla wyjaśnienia roli melatoniny w  pato 
genezie bielactwa nabytego, choroby charakteryzującej się 
postępującą depigmentacją i u tratą epidermalnych m elano
cytów [74]. Czerniak, złośliwy now otw ór skóry w yw odzący 
się z melanocytów, wykazuje poważne nieprawidłowości w 
strukturze melanosomów, co w pływ a na zmiany struktury  
syntetyzowanej melaniny [79]. Takie wadliwe melanoso- 
my generują duże ilości RFT. RFT generowane są również 
w w yniku zwiększonego metabolizmu transform owanych 
komórek i reakcji immunologicznej skierowanej przeciwko 
guzowi. W komórkach czerniaka RFT pośredniczą w ak
tywacji wielu szlaków sygnalizacyjnych prowadzących do 
zwiększenia przeżywalności i proliferacji oraz tłumienia 
apoptozy, co jest powodem  wysokiej oporności czerniaka 
na chemioterapię [79].
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ABSTRACT
Excessive exposure to solar ultraviolet radiation is an essential etiological factor for skin cancer. UV radiation, directly or indirectly through 
the generation of reactive oxygen species (ROS), causes damage to DNA, proteins and lipids, and induces inflammation and immunosuppres
sion. Cutaneous pigmentation afforded by melanocytes is the main photoprotective mechanism in human skin. In response to UV, melano
cytes produce melanin pigments and transfer them to adjacent kératinocytes. This review describes: (i) the photoprotective action of melanin; 
(it) the regulation of UV-induced melanogenesis and the role of p53 in this process; (in) the relation between melanogenic and antioxidant 
activities in melanocytes. The possible involvem ent of UV-induced ROS in the stimulation of melanin synthesis is also discussed.
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żelaza, nitrozylacja białek

W ykaz skrótów : BSA — album ina surowicy 
wołowej; DNIC — dinitrozylow e kompleksy 
żelaza (ang. dinitrosyl iron complexes); EPR — 
elektronowy rezonans param agnetyczny; EDRF
— czynnik rozkurczow y pochodzenia śród- 
błonkowego (ang. endothelium-derived relaxing 
factor); GM P — monofosforan guanozyny; GSH
— glutation; GST — S-transferaza glutationowa; 
H b — hemoglobina; HSF — czynniki transkryp- 
cyjne szoku cieplnego (ang. Heat Shock Trans
cription Factors); HSP — białko szoku cieplnego 
(ang. heat shock protein); IRE — sekwencja reagu
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— białko regulujące żelazo (ang. Iron Regulatory 
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Iron Pool); MRP1 (ABCC1) — białko oporności 
wielolekowej 1 (ang. multidrug resistance protein
1); NAC — N-acetylocysteina; "NO — tlenek 
azotu (II); RFT — reaktywne formy tlenu; RFA
— reaktyw ne formy azotu; sGC — rozpuszczal
na cyklaza guanylanow a (ang. soluble guanylyl 
cyclase); SoxR — czynnik transkrypcyjny SoxR

Podziękow anie: Praca finansow ana ze środ
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STRESZCZENIE

Powstawanie dinitrozylowych kom pleksów żelaza (DNIC) w warunkach fizjologicznych 
jest związane z występowaniem stanu zapalnego, chorób układu nerwowego i now o

tworów. Akumulacja DNIC zbiega się z intensywną produkcją tlenku azotu przez makro- 
fagi, komórki nerwowe, śródbłonek, komórki Langerhansa i hepatocyty. DNIC są uważane  
za formę, w  jakiej może być w  żywych komórkach przechowywany i stabilizowany tlenek  
azotu. Początkowo uważane były za uboczny produkt oddziaływania "NO ze składnikami 
komórki, jednakże obecnie przypisuje im się istotne funkcje biologiczne. DNIC hamu
ją agregację płytek krwi, rozszerzając naczynia krwionośne obniżają ciśnienie krwi, biorą 
udział w  indukcji ekspresji genów kodujących białka odpowiedzi na stres oksydacyjny. Ich 
pojawienie się w  komórkach poddanych działaniu "NO jest ściśle zsynchronizowane z zaha
m owaniem  aktywności enzymów żelazowo-siarkowych I i II kompleksu mitochondrialnego 
łańcucha oddechowego oraz mitochondrialnej akonitazy. DNIC nieodwracalnie hamują ak
tywność reduktazy glutationowej, a w  sposób odwracalny również S-transferaz glutationo- 
wych. Biorą również udział w  regulacji puli labilnego żelaza w komórce.

WPROWADZENIE

Param agnetyczne dinitrozylowe kompleksy żelaza odkryto ponad 40 lat 
tem u jako pierwsze kompleksy tlenku azotu naturalnie występujące w organi
zm ach żywych. Prawdopodobnie pierwszego dow odu na tworzenie się dinitro
zylowych kompleksów żelaza w żywych komórkach dostarczyli Commoner i 
wsp. [1] w roku 1965. Za pomocą spektroskopii elektronowego rezonansu para
magnetycznego zarejestrowali oni w  wątrobach szczurów, u których wywołano 
chemicznie zm iany nowotworowe, sygnał o wartości współczynnika rozszcze
pienia spektroskopowego g = 2,04. Sygnał ten popraw nie zinterpretowano jako 
pochodzący od kompleksu żelaza z tlenkiem azotu i Ugandami zawierającymi 
grupy sulfhydrylowe [2].

DNIC powstają w organizmach żywych w w arunkach fizjologicznych i pa
tologicznych związanych ze stanem zapalnym, reperfuzją po niedokrwieniu, 
chorobami układu nerwowego (np. chorobą Parkinsona), nowotworam i czy 
zespołem odrzucenia przeszczepu. Powstawanie DNIC związane jest z inten
syw ną produkcją tlenku azotu przez makrofagi, komórki nerwowe, śródbłonek, 
komórki Langerhansa lub hepatocyty [3,4]. Odkryciu DNIC poświęcano mało 
uwagi aż do roku 1986, kiedy tlenek azotu (II) ("NO) został zidentyfikowany 
jako śródbłonkow y czynnik relaksujący (EDRF — ang. endothelium-derived rela
xing factor) czyli substancja odpowiedzialna za rozszerzanie mięśni gładkich na
czyń krw ionośnych i w efekcie regulująca ciśnienie krwi. Tlenek azotu (II) i jego 
kompleksy pośredniczą także w przew odzeniu sygnałów nerwowych, regulacji 
odpow iedzi immunologicznej i apoptozy [5], Jednocześnie, jako wolny rodnik, 
'N O  stosunkow o łatwo reaguje ze składnikami komórki, a jego nadprodukcja 
często zbiega się z występowaniem  chorób neurodegeneracyjnych [6], Ze wzglę
du  na wysoki współczynnik dyfuzji i rodnikowy charakter, *NO jest w środow i
sku kom órkow ym  cząsteczką o krótkim czasie półtrwania. DNIC i nitrozotiole 
są uznaw ane za dwie stabilne formy *NO, w których jego powinowactwo do 
atom ów  żelaza i siarki pozwala na zachowanie formy rodnikowej, a jednocze
śnie chroni komórki przed niebezpiecznymi skutkami działania rodnika.

DINITROZYLOWE KOMPLEKSY ŻELAZA

Skład DNIC jest zróżnicowany w zależności od w arunków , w  jakich powstają 
(Ryc. 1). Atom centralny, będący jonem żelaza na formalnym stopniu utlenienia 
określanym  jako +1 [7] jest związany w pierwszej strefie koordynacji z dw ie
ma cząsteczkami *NO i najczęściej dw om a innymi Ugandami, które koordynują 
przez tiol, grupę aminową, iminową lub karboksylową. Badania DNIC techni
ką EPR pozwoliły na określenie struktury przestrzennej tych kompleksów w
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Rycina 1. Pow stawanie DNIC w kom órkach ssaków.

roztworach wodnych i niejednokrotnie sugerowały w ystę
powanie w  pierwszej sferze koordynacyjnej dodatkowych 
ligandów (np. wody). Formy krystaliczne uzyskane z roz
puszczalników niepolarnych na ogół nie mają charakteru 
rodnikowego (Ryc. 2).

R

Rycina 2. Struktura przestrzenna DNIC w  roztw orze w odnym .

Naturalnym i ligandami tworzącymi DNIC mogą być 
zarówno cząsteczki o niskiej masie cząsteczkowej, takie jak 
glutation, cysteina lub homocysteina, jak również peptydy 
i białka o wysokiej masie cząsteczkowej (Ryc. 3). Głównymi 
ligandami białkowymi tworzącymi DNIC są białka zawie
rające żelazo, takie jak białka hemowe, niehemowe białka 
żelazowo-siarkowe oraz białka zawierające jedno- lub dwu- 
atomowe centra żelazowe. DNIC mogą tworzyć także biał
ka niezawierające żelaza, a posiadające dostępne sterycz- 
nie pierścienie imidazolowe lub wolne grupy tiolowe oraz 
rodniki białek. W w arunkach podwyższonej produkcji 'N O  
pierwsze ulegają nitrozylacji białka zawierające centra żela
zowo-siarkowe [8],

BUDOWA I WŁAŚCIWOŚCI DNIC

Ze względu na strukturę elektronową rdzenia, znane 
stabilne DNIC można podzielić na trzy grupy: param agne
tyczne pojedynczo-rdzeniowe {Fe(NO),}9, dimery zawiera-

Postępy Biochemii 56 (3) 2010

Rycina 3. DNIC o małej (A, B) i dużej m asie cząsteczkowej (C). (A) DNIC z cyste
iną; (B) DNIC z histydyna; (C) DNIC z białkiem MutY. A tom  żelaza oznaczono 
kolorem  brązow ym , siarki — żółtym, węgla — błękitnym, azotu — niebieskim, 
tlenu — czerw onym , w odoru  — białym.

jące sprzężoną parę [{Fe(NO)2}9]2, które są diamagnetyczne 
z pow odu parowania elektronów oraz diamagnetyczne 
kompleksy typu {Fe(NO)7}10. Ze względu na łatwość w ykry
wania metodami spektroskopowymi i powszechność w y
stępowania w  układach biologicznych najczęściej badane 
i najlepiej scharakteryzowane są param agnetyczne DNIC 
charakteryzujące się w idm em  EPR o wartości współczyn
nika rozszczepienia spektroskopowego g -2,03 [9] (Ryc. 4). 
W idma rezonansu elektronowego tych kompleksów są 
nieswoiste. Podobny sygnał EPR może pochodzić z DNIC 
białka zawierającego tylko jedną grupę tiolanową, jak i wie-
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Wartość współczynnika rozczepienia spektroskopowego g 

Rycina 4. W idm o EPR DNIC uzyskane w  Instytucie Chem ii i Techniki Jądrowej.

le takich grup, lub żadnej, a także z DNIC zawierającego 
w swoim składzie zarówno ligandy wielko- jak i niskoczą- 
steczkowe. Dotychczas nie udało się sprecyzować, które z 
powstających w komórce ligandów w chodzą w  skład DNIC 
mających funkcje biologiczne, jednak ostatnie doniesienia 
wskazują, że znaczna część tych kompleksów jest tworzo
na przez białka o dużej masie cząsteczkowej. Dinitrozylowe 
kompleksy z tymi Ugandami są stosunkowo stabilne. In vivo 
diglutationylo-dinitrozylowy kompleks żelaza i inne tego 
typu  kompleksy z Ugandami o małej masie cząsteczkowej są 
najprawdopodobniej w rów now adze z kompleksami zwią
zanymi z cząsteczkami różnych białek [10,11].

Sygnał DNIC zaobserwowano w płynach fizjologicznych, 
ekstraktach komórkowych i całych komórkach poddanych 
działaniu ’NO niezależnie od ich pochodzenia [11,12], Cha
rakterystyczny sygnał o wartości g = 2,03 uzyskano także 
dla związków, które służyły jako modele białkowych cen
trów  żelazowo-siarkowych znajdowanych w białkach ([2Fe 
-2S] lub [4Fe-4S]), po reakcji z 'N O  [13].

DZIAŁANIE BIOLOGICZNE

DNIC, METABOLIZM ŻELAZA I 
REAKTYWNE FORMY TLENU

Szczególna rola żelaza w układach biologicznych zwią
zana jest z możliwością zmiany stopnia utlenienia w sze
rokim zakresie potencjału oksydoredukcyjnego, który może 
być dodatkow o modyfikowany przez koordynowane Ugan
dy. Ta cecha decyduje jednocześnie o toksyczności żelaza i 
może prowadzić do uszkodzenia ważnych składników ko
mórki, w  tym DNA. Żelazo bierze bowiem udział w  reak
cji Fentona, w wyniku której tworzy się bardzo reaktywny 
rodnik hydroksylowy. Żywe organizmy wykształciły liczne 
mechanizmy pozwalające na ścisłą regulację pobierania że
laza oraz jego przechowywanie w formie nieaktywnej w  re
akcji Fentona. O znaczeniu żelaza dla organizmów żywych 
świadczy także fakt, że większość komórek ssaków nie po
siada mechanizmów umożliwiających specyficzne usuw a
nie nadm iaru  żelaza poza obręb komórki, więc całe żelazo 
jakie do niej napływ a zostaje zużyte lub zmagazynowane. 
DNIC mogą być jedyną formą w jakiej jony żelaza usuw a
ne są z większości komórek. Badania Richardsona i W atts'a

[14] wykazały, że donory 'NO, ale nie N O + i O N O O , po
wodują uwalnianie żelaza z cytosolu na zew nątrz komórki. 
Proces ten zależy od obecności glutationu i ATP. Szczegóło
we badania wykazały, że początkowym etapem  w tym pro 
cesie jest utworzenie DNIC z glutationem, a następnie cały 
kompleks przenoszony jest przez błonę komórkową przy 
udziale białka MRP1 (ABCC1) [15] (Ryc. 5).

Pomimo ścisłej kontroli poziomu żelaza i jego magazyno
wania w postaci kompleksów z białkami, pew na jego ilość 
występuje w  komórce w postaci puli żelaza labilnie zw ią
zanego z niskocząsteczkowymi Ugandami (LIP, ang. Labile 
Iron Pool), która łatwo może wchodzić w reakcję Fentona 
[16]. Zwiększonemu wytw arzaniu "NO i innych rodników 
w czasie stresu oksydacyjnego towarzyszy wzrost puli la- 
bilnego żelaza, w  wyniku jego uwalniania z białek zawiera
jących klastry żelazowo-siarkowe, takich jak akonitaza [17] 
lub białko Rieske'go [18]. Jednocześnie, jak wynika z nie
zależnych badań kilku zespołów [19-21], żelazo wchodzące 
w skład DNIC tworzących się w komórkach pochodzi w 
znaczącym stopniu z jego labilnej puli, a poziom tw orzą
cych się DNIC koreluje z poziomem LIP [20], Badania EPR 
wykazały także, że jony żelaza uwolnione z ferrytyny w 
w arunkach stresu oksydacyjnego, biorą udział w syntezie 
DNIC z glutationem. Tworzenie się DNIC może więc chro
nić komórki przed niekorzystnym działaniem zwiększone
go poziomu jonów żelaza i tlenku azotu. Shumaev i wsp.
[22] badał oddziaływanie DNIC z reaktywnym i formami 
tlenu wywołującymi stres oksydacyjny takimi jak aniono- 
rodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, nadtlenek tert- 
butylu i nadtlenoazotyn. Nadtlenek w odoru  i tert-butylu 
tylko w niewielkim stopniu powodowały rozpad DNIC z 
albuminą surowicy wołowej (DNIC-BSA) nawet wtedy, 
gdy ich stężenia były o rząd wielkości wyższe od stężenia 
DNIC-BSA. Stąd wniosek autorów, że żelazo związane w 
tego typu kompleksie nie uczestniczy w reakcjach typu Fen
tona. Podobne wyniki autorzy uzyskali także dla DNIC z 
glutationem w obecności nadtlenku wodoru. Wykazali oni, 
że DNIC z glutationem i cysteiną hamuje w  ponad 70% po
wstawanie rodników probukolu w układzie H 20 2/p ro b u - 
kol/hem ina. DNIC z ligandami fosforanowymi były nieco 
mniej skuteczne (-50% hamowania). Autorzy sugerują, że

D N I C  D N I C  LIP

Rycina 5. Rola DNIC w  metabolizm ie żelaza. DNIC — dinitrozylow e kom plek
sy żelaza, LIP — pula  labilnego żelaza, MRP1 — białko oporności wielolekowej 
ABCC1, GST — S-transferaza glutationowa.
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słaba reaktywność DNIC w  stosunku do reaktywnych form 
tlenu może mieć znaczenie dla równowagi pro- i antyok- 
sydacyjnych reakcji w  układzie sercowo-naczyniowym, jak 
również przyczyniać się do stwierdzonej skuteczności albu
miny jako cytoprotektora i inhibitora apoptozy.

W ysoka stabilność w  roztworze, brak w pływ u chelato- 
rów  żelaza na rozkład DNIC, a także brak zależności kształ
tu sygnału EPR od tem peratury wskazują na obojętny cha
rakter tych kompleksów. Ich tworzenie może być częściowo 
odpowiedzialne za ochronę komórek przed szybkim w zro
stem LIP do poziomów, które występują w trakcie stanu za
palnego. Liczne doniesienia wskazują także, że DNIC gro
m adzą się w  rejonach komórki zawierających lipoproteiny o 
wysokiej masie cząsteczkowej, takich jak błony komórkowe
[20,21], co eliminuje aktywne oksydoredukcyjnie jony żela
za z bezpośredniego sąsiedztwa DNA i powoduje, że ko
mórki stają się mniej podatne na stres oksydacyjny.

MODYFIKACJE BIAŁEK

DNIC o małej masie cząsteczkowej mogą modyfikować 
białka tworząc S-nitrozotiole lub oddziałując na centra ak
tywne zawierające żelazo, poprzez mechanizm bezpośred
niej transnitrozylacji bądź uwalniając tlenek azotu lub jego 
pochodne [7], DNIC wywołują akumulację białka szoku 
cieplnego HSP70 w tkankach szczurów i wykazują działa
nie ochronne w  stanach reperfuzji po niedokrwieniu mię
śnia sercowego [23], Proponow any mechanizm akumulacji 
HSP70 wywoływanej DNIC jest związany z możliwością 
uwalniania tlenku azotu z DNIC w formie kationu nitro- 
zoniowego N O +. Kation ten reaguje z grupam i holowymi 
czynników transkrypcyjnych HSF (ang. heat shock transcrip- 
tion factors) powodując powstanie formy przejściowej — S- 
nitrozotiolu. Rozpad S-nitrozotiolu prow adzi do pow sta
wania rodników tiolowych, a w konsekwencji tworzenia 
się mostków dwusiarczkow ych między cząsteczkami HSF, 
które ulegają trimeryzacji i w  efekcie aktywacji.

DNIC I BIAŁKA HEMOWE

Najlepiej poznanym  fizjologicznym celem 'N O  jest roz
puszczalna cyklaza guanyłanow a (sGC). Tlenek azotu (II) 
wiąże się ze zredukow anym  centrum  hem owym  sGC po 
wodując uwolnienie wiążącej żelazo reszty histydyny i 
utworzenie kom pleksu Fe2+-NO. Reakcja ta pociąga za sobą 
zm ianę geometrii hem u i zmiany konformacyjne białka do 
postaci aktywnej enzymatycznie [24], Oprócz 'N O  do ak
tywacji sGC zdolne są także inne reaktywne formy azotu, 
takie jak S-nitrozotiole i DNIC o małej masie cząsteczkowej. 
Aktywacja sGC przez S-nitrozotiole jest ham ow ana przez 
chelatory żelaza, co wskazuje na kluczową rolę DNIC w 
tym  procesie [25]. Ostatnie doniesienia wskazują jednak na 
podwójną rolę DNIC w procesie aktywacji sGC. Aktyw a
cja sGC może być ham ow ana przez S-nitrozylację jej reszt 
cysteinowych co powoduje niewrażliwość sGC na 'NO. 
Niewrażliwość sGC na 'N O  uw ażane jest z kolei za przy
czynę wielu zaburzeń układu krążenia [26], Mayer i wsp.
[27] wykazali, że chociaż w  obecności fizjologicznych stę
żeń glutationu DNIC aktywują sGC, to usunięcie glutationu 
ze środowiska reakcji powoduje odwracalne zahamowanie 
aktywności sGC związane z jego S-nitrozylacją. Autorzy

spekulują, że mechanizm ten może być odpowiedzialny za 
zaburzenia funkcji układu krążenia w  stanach stresu oksy
dacyjnego związanego ze stanami zapalnymi.

DNIC I ŻELAZOWE BIAŁKA NIEHEMOWE

Tlenek azotu (II) oddziałuje także z białkami zawierający
mi żelazo w  formie niehemowej, takiej jak jedno- lub dwu- 
atomowe centra żelazowe oraz klastry żelazowo-siarkowe. 
Nitrozylacja centrów żelazowo-siarkowych prow adzi z 
reguły do ich degradacji i zaham owania aktywności biał
ka. Na przykład, nitrozylacja jedno- lub dw uatom ow ych 
centrów żelazowych lipooksygenaz i powstawanie DNIC 
hamuje aktywność białek [28], Podobnie jak w  przypadku 
lipooksygenaz, DNIC powstaje również w reakcji ferrytyny 
i metalotioneiny z 'N O  [29,30], Powstawanie DNIC w  reak
cji z metalotioneinami chroni przed szkodliwym działaniem 
reaktywnych form azotu [31],

Centra żelazowo-siarkowe biorące udział w  przenosze
niu elektronów w m itochondrialnym łańcuchu oddecho
w ym  są trudnodostępne dla 'NO. Stwierdzono, że działanie 
'N O  na białko Rieske'go zawierające klaster 2Fe2S pow odu 
je degradację klastra i uwolnienie jonów żelaza. Uwolnione 
jony żelaza tworzą kompleksy analogiczne do DNIC małej 
masie cząsteczkowej [18], Centra żelazowo-siarkowe będące 
elementem centrów aktywnych i biorące udział w procesach 
katalizy są łatwiej dostępne dla ‘NO. Są to na ogół klastry 
[4Fe-4S], w  których trzy atomy żelaza są chelatowane przez 
atomy siarki reszt cysteiny w  białkach, a czwarty jest koor
dynowany przez atomy nieorganicznej siarki [32], Substrat 
reaguje z żelazem chelatowanym przez nieorganiczne ato
my siarki. Najlepiej poznaną grupą enzymów tego typu są 
mitochondrialne i cytoplazmatyczne akonitazy. Mitochon- 
drialna akonitaza katalizuje izomeryzację cytrynianu do 
izocytrynianu w cyklu kwasu cytrynowego. Zawiera cen
trum  [4Fe-4S], które jest niezbędne do tworzenia kompleksu 
aktywnego z cytrynianem. Apoproteina cytoplazmatycznej 
akonitazy jest identyczna z białkiem IRP1, biorącym udział 
w  potranskrypcyjnej regulacji ekspresji wielu genów kodu
jących białka metabolizmu żelaza [32], Wykazano, że 'N O  
powoduje degradację klastra [4Fe-4S] akonitazy, co prow a
dzi do powstania apoproteiny i aktywacji IRP1 [33]. H am o
w aniu aktywności akonitazy cytoplazmatycznej i aktywacji 
białka IRP1 towarzyszy powstawanie sygnału EPR charak
terystycznego dla DNIC [34], Badania Kennedy i wsp. [35] 
wykazały, że powstawanie DNIC związanych z centrum  
aktyw nym  akonitazy, jest początkowym etapem degradacji 
klastra [4Fe-4S]. Podobnie dehydrataza dihydroksykwasów 
(EC 4.2.1.9) posiadająca w centrum  katalitycznym klaster 
[4Fe-4S] łatwo reaguje z 'N O  dając sygnał charakterystycz
ny dla DNIC, co prow adzi do zaham owania jej aktywności 
enzymatycznej [36],

W pow staw aniu DNIC biorą także udział centra żela
zowo-siarkowe pełniące funkcje strukturalne, takie jak na 
przykład centra [4Fe-4S] glikozylaz z rodziny endonukleazy 
III. Centra takie są jednak dużo bardziej odporne na utle
nianie niż centrum  katalityczne akonitazy lub dehydratazy 
dihydroksykw asów  [36]. Jednak one także tworzą DNIC 
w obecności ‘NO zarówno in vitro, jaki in vivo, chociaż do 
jego powstania wymagają dużo wyższych stężeń ‘NO. Mo
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dyfikacja klastra endonukleazy III powoduje jego rozpad i 
całkowicie hamuje aktywność glikozydazową enzym u [37], 
Na działanie ’NO wrażliwy jest także klaster [4Fe-4S] białka 
DinG należącego do nadrodziny 2 helikaz DNA i biorącego 
udział w  procesach napraw y DNA z wycięciem nukleoty- 
du  oraz rekombinacji homologicznej. Chociaż aktywność 
helikazowa białka utrzymuje się nawet po 30 m inutow ym  
traktow aniu 1 mM H 2Ov już 750 pM stężenie ’NO pow o
duje całkowite zaham owanie jego aktywności. Zaham ow a
niu aktywności białka towarzyszy powstanie związanych 
z białkiem DNIC i całkowity rozpad klastra [4Fe-4S] [38]. 
A utorzy sugerują, że zaham owanie aktywności enzymów 
zw iązanych z napraw ą DNA, może leżeć u podstaw  w y
wołanej przez "NO niestabilności genetycznej. Postuluje 
się także, że atak 'N O  na klastry żelazowo-siarkowe bia
łek bakteryjnych jest jedną z przyczyn bakteriostatycznego 
działania tego związku [39].

UDZIAŁ DNIC W REGULACJI EKSPRESJI GENÓW

Ekspresja wielu genów E. coli zaangażowanych w obronę 
przed uszkodzeniam i wywołanymi przez RFT i RFA po 
wstające w  czasie w ybuchu tlenowego podczas aktywacji 
m akrofagów kontrolowana jest przez zawierające centra 
[2Fe -2S] białko SoxR, które aktywuje transkrypcję regulonu 
SoxS [40], Białko SoxR aktywowane jest także przez ’NO, 
S-nitrozotiole i DNIC o małej masie cząsteczkowej [41]. Ak
tywacja SoxR przez ‘NO następuje poprzez bezpośrednią 
modyfikację centrów [2Fe-2S] do adduktów  dinitrozyl-że- 
lazo-ditiolowych, co zaobserwowano zarówno w nienaru
szonych komórkach bakteryjnych jak i oczyszczonym biał
ku SoxR traktowanym  ’NO [42], Lo i wsp. [43] wykazali, że 
DNIC związany z klastrem białka SoxR powstaje zarówno 
w  obecności ’NO, S-nitrozotioli jak i DNIC o małej masie 
cząsteczkowej.

S-TRANSFERAZY GLUTATIONOWE -  MAGAZYN DNIC

S-transferazy glutationowe (GST) to grupa enzymów 
biorących udział w  obronie komórki przed związkami tok
sycznymi [44], GST są praw dopodobnie zaangażowane w 
wiązanie, przechowywanie i detoksykację DNIC, ponieważ 
m ogą one działać jak pułapka rodnikowa dla tych komplek
sów przy zachowaniu aktywności detoksyfikacyjnej przez 
pozostałe, niezwiązane z DNIC podjednostki [45], Cyto- 
solowe GST człowieka funkcjonują jako dimery. Można je 
podzielić na osiem klas na podstawie sekwencji reszt ami- 
nokwasowych, struktury trzeciorzędowej, swoistości sub- 
stratu  i inhibitorów oraz właściwości immunologicznych. 
Każda podjednostka zawiera miejsce wiązania glutationu 
(G-site), i miejsce wiązania substratu hydrofobowego (H- 
site). Najważniejszą reakcją katalizowaną przez GST jest 
sprzęganie atom u siarki glutationu i elektrofilowych cen
trów toksycznych związków organicznych, co zwiększa ich 
rozpuszczalność i umożliwia wydalanie [44],

Ostatnio wykazano, że klasy alfa, pi i mi GST, które sta
nowią 90-95% wszystkich GST ssaków, wiążą z wysokim 
pow inow actw em  DNIC, a wartości stałych dysocjacji osza
cowano na 1 0 10-10'9 M [45], W przypadku glutationylowego 
DNIC, jeden z ligandów glutationylowych wiąże się z miej
scem G enzymu, a drugi zostaje oddysocjowany i zastąpio

ny przez pierścień fenolowy reszty tyrozyny [46], Wiązanie 
tak zmodyfikowanego kompleksu do pierwszej podjed
nostki dim eru GST indukuje oddziaływanie między pod- 
jednostkami i powoduje obniżenie powinowactwa drugiej 
podjednostki do DNIC, co umożliwia jej utrzym anie nor
malnej aktywności enzymatycznej [45]. W ten sposób GSTs 
może chronić białka przed toksycznym działaniem DNIC i 
jednocześnie zapobiegać usuw aniu DNIC na zewnątrz ko
mórki przez białko MRP1, co spowodowałoby obniżenie 
komórkowego poziom u żelaza. De Maria i wsp. [46] za
uważyli, że z filogenetycznego punktu  w idzenia ewolucja 
w  nadrodzinie S-transferaz glutationowych jest ukierunko
w ana na optymalizację procesu wiązania DNIC, ponieważ 
najmłodsze ewolucyjnie klasy alfa, mi i pi wykazują wyższe 
powinowactwo do DNIC niż najstarsza ewolucyjnie klasa 
teta.

DNIC -  ZASTOSOWANIE W MEDYCYNIE

Dinitrozylowe kompleksy żelaza są donorami ’NO o po 
tencjalnym zastosowaniu w terapii chorób sercowo-naczy- 
niowych ze w zględu na udow odnione działanie rozszerza
jące naczynia krwionośne i są obecnie intensywnie badane 
[7,47,48]. Najlepiej poznane pod kątem przenoszenia ‘NO w 
układach biologicznych są dinitrozylowe kompleksy żelaza 
z cysteiną (DNIC-Cys) i glutationem (DNIC-GSH) [11,49]. 
W edług Mulsch'a i wsp. [50] są one aktywatorami cyklazy 
guanylanowej i wywołują rozszerzanie naczyń krwiono
śnych. Dinitrozylo-L-cysteinian żelaza (II) silnie aktywuje 
preparat rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej i rozszerza 
obkurczone segmenty tętnic pozbawione śródbłonka. Jed
nak kompleks Fe(NO)2(Cys)^ jest niestabilny, jego okres pół- 
rozpadu wynosi 2 m inuty przy stężeniu 10 pM w 310 K. W 
komórkach ściany aorty kompleks zostaje przekształcony 
w DNIC dużej masie cząsteczkowej z Ugandami białkowy
mi. W tej postaci DNIC są znacznie bardziej stabilne (do 2 
godzin w 310 K). Kompleksy te zyskały zainteresowanie ze 
względu na znikomą toksyczność. DNIC-Cys i DNIC-GSH 
działają rozkurczowo na izolowane tętnice w  zakresach 
stężeń i czasu odpowiadających kinetyce uwalniania ‘NO. 
DNIC-Cys, który bardzo szybko dysocjuje z wydzieleniem 
’NO w roztworze w odnym , ma szybkie, ale przemijające 
działanie rozkurczające na segmenty aorty pozbawione 
śródbłonka [51]. Z kolei DNIC-GSH uwalniający ’N O  wol
niej niż DNIC-Cys, wywołuje długotrwały i narastający 
efekt rozkurczania i ham ow ania reakcji na noradrenalinę 
[52]. Vanin i wsp. [53] opracowali metodę uzyskiwania roz
puszczalnego w  wodzie suchego preparatu glutationylowe
go DNIC w dekstranie. Preparat wykazuje działanie hipo- 
tensyjne i działa rozkurczająco na naczynia krwionośne, a 
także hamuje agregację płytki miażdżycowej. Ukazały się 
również doniesienia, iż preparat ów przyspiesza gojenie ran 
skóry u szczurów [54], Preparat wykazuje się niską toksycz
nością i nie stwierdza się jego m utagennego ani proapopto- 
tycznego działania.

PODSUMOWANIE

Postęp badań nad dinitrozylowymi kompleksami żelaza 
przynosi coraz więcej w iedzy na temat ich roli w  układach 
biologicznych. Obecnie wydaje się, że oprócz pierwotnie 
przypisywanej im roli „m agazynu" 'NO, pełnią one rów 

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



nież istotną funkcję w przew odzeniu sygnałów komórko
wych i są kluczowym elementem niektórych procesów re
gulujących ekspresję genów i aktywność białek zarówno 
na poziomie transkrypcji, translacji jak i potranslacyjnym. 
Zarówno nisko — jak i wielkocząsteczkowe DNIC są bar
dziej stabilne niż sam tlenek azotu (II) i są uw ażane za jego 
przenośniki. DNIC pośredniczą również w katalizowa
nej przez żelazo reakcji tworzenia i rozkładu S nitrozotio- 
li. DNIC hamują agregację płytek krwi, obniżają ciśnienie 
krwi, rozszerzają naczynia krwionośne, biorą udział w  in
dukcji ekspresji genów kodujących białka odpowiedzi na 
stres oksydacyjny. Ich pojawienie się w  komórkach podda
nych działaniu *NO jest ściśle zsynchronizowane z zaham o
waniem aktywności enzymów żelazowo-siarkowych I i II 
kompleksu mitochondrialnego łańcucha oddechowego oraz 
mitochondrialnej akonitazy. DNIC nieodwracalnie hamują 
działanie reduktazy glutationowej, a w  sposób odwracal
ny również S-transferaz glutationowych. DNIC biorą też 
udział w  regulacji puli labilnego żelaza w komórce. Skom
plikowana chemia dinitrozylowych kompleksów żelaza jest 
powodem , dla którego od czasu odkrycia aż do niedawna 
nie były one gruntownie badane, jednak gwałtowny wzrost 
zainteresowania DNIC w ostatnich latach na pewno spow o
duje, że jeszcze nie raz o nich usłyszymy.
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Dinitrosyl iron complexes — structure and biological functions
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ABSTRACT
Formation of dinitrosyl iron complexes (DNICs), which can be described by general formula Fe(NO)2(L)2, where L is carbonyl-, nitrosyl- or 
imino- complexing ligand, was observed in many kinds of living organisms, in a w ide spectrum of physiological conditions associated with  
inflammation, ischemiVreperfusion and cancer. Accumulation of DNICs coincides with intensified production of nitric oxide in macropha
ges, neurons, endothelial cells, Langerhans' cells and hepatocytes. Low-molecular thiol-containing DNICs (DNIC-(RS)2) show vasodilatory 
action and they are proposed to play a role of nitric oxide transducers and stabilizers. DNICs have been shown to modulate redox potential 
of the cell via inhibition of glutathione-dependent enzymes, such as glutathione reductase, S-transferase and peroxidase. Although there is a 
convincing experimental evidence for their NO and NO* donating function, the nature of DNICs formed in biological systems, their stability 
and biological role is still a matter of discussion.
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Homeostaza żelaza — mechanizm  
obronny w  stresie oksydacyjnym

STRESZCZENIE

Istota hom eostazy żelaza polega na  u trzym an iu  ciągłości procesów  biologicznych, w k tó 
rych uczestniczą jony żelaza i jednocześn ie  na ograniczeniu  ich dostępności d la  reakcji 

Fentona. W ew nątrzkom órkow a i ogó lnoustro jow a hom eostaza żelaza stanow ią isto tny  czyn
n ik  obronny  w  stresie oksydacyjnym  i pozostają pod  ścisłą kontro lą  potranskrypcyjnego  
m echanizm u regulatorow ego IRP/IRE oraz hepcydyny, p ep tydu  regulującego ilość żelaza 
absorbow anego z d iety oraz żelaza uw aln ianego  z hem u przez m akrofagi. M utacje genu 
hepcydyny, a także genów  uczestniczących w regulacji ekspresji hepcydyny prow adzą do 
toksycznej akum ulacji żelaza w  organach w ew nętrznych  i potęgują stres oksydacyjny. Re
ak tyw ne form y tlen u  w pływ ają  na  poziom  zm iennej pu li żelaza poprzez transkrypcyjną 
i po transkrypcyjną regulację syn tezy  ferry tyny, a także poprzez u w aln ian ie  żelaza z cen
trów  żelazow o-siarkow ych b ia łek  i z ferry tyny podlegającej degradacji w lizosom ach. Stres 
oksydacyjny w yw ołany spożyciem  alkoholu , ham uje  syntezę hepcydyny, co p row adzi do 
zw iększen ia  absorpcji żelaza i nadm iernej akum ulacji żelaza i uszkodzeń  oksydacyjnych w 
w ątrobie.

WPROWADZENIE

Żelazo jest pierwiastkiem niezbędnym  dla przebiegu licznych reakcji bioche
micznych u niemal wszystkich organizmów żywych. Jedynym znanym  wyjąt
kiem są bakterie z rodzaju Lactobacillus [1]. Jedna komórka Lactobacillus planta- 
rum zawiera zaledwie 3-4 atomy żelaza [2], podczas gdy ich liczba w  komór
ce Escherichia coli dochodzi do 2 * 105 [3] a w organizmie dorosłego człowieka 
zawartość żelaza wynosi około 3-4 g [4]. Ta niezwykła zdolność organizmów 
pro- i eukariotycznych do grom adzenia i zatężania żelaza w  ich komórkach jest 
niewątpliwie wyrazem dużego biologicznego zapotrzebowania na żelazo i za
pobiegania jego niedoborowi. Decydująca dla biologicznego znaczenia żelaza 
okazała się szeroka zmienność potencjału oksydoredukcyjnego (redoks) układu 
dwóch głównych form żelaza jonowego: Fe2+(jon żelazaw y)/Fe3+(jon żelazowy). 
Potencjał redoks pary Fe2+/F e 3+ może być precyzyjnie dostosowany do specy
fiki konkretnej reakcji biochemicznej przez wiążące żelazo ligandy oraz przez 
ładunek elektryczny i struk turę  przestrzenną aminokwasów znajdujących się 
w bezpośrednim otoczeniu. Centra aktywne białek, w których ulokowane są 
atomy żelaza występują głównie w  formie hemu lub klastrów żelazowo-siarko
wych [Fe-S]. Do białek, których funkcję i aktywność w arunkują w budow ane w 
ich cząsteczki atomy żelaza należą białka transportujące tlen cząsteczkowy ( 0 2), 
enzymy m itochondrialnego łańcucha oddechowego i cyklu Krebsa, enzymy in- 
aktywujące toksyczne form y 0 2 i biorące udział w syntezie DNA, kolagenu oraz 
czynniki transkrypcyjne. Niezbędność tych wszystkich białek dla normalnego 
funkcjonowania organizm ów  żywych jest miarą biologicznego znaczenia żelaza.

Czynnikiem, który m iał istotne konsekwencje dla biologicznego wykorzysta
nia żelaza oraz określił w  toku ewolucji kształt jego metabolizmu jest tlen. Po
jawienie się tlenu w atmosferze Ziemi było bezpośrednio związane z procesem 
fotosyntezy u sinic [5], W kolejnych latach tlen osiągnął na tyle znaczące stęże
nie w  środowiskach zasiedlonych przez organizmy żywe, że stał się dla nich 
substratem w pozyskiwaniu energii wykorzystywanej do syntezy ATP. Szereg 
reakcji redoks zachodzących w  tym procesie odbywa się przy udziale komplek
sów białkowych zawierających w swych centrach katalitycznych żelazo. Z d ru 
giej strony, pojawienie się tlenu w atmosferze ziemskiej stało się zagrożeniem 
dla biologicznego w ykorzystania żelaza. W przeciwieństwie do jonów Fe2+, jony 
Fe3+, będące dominującą formą jonowego żelaza w środowisku tlenowym są 
bardzo słabo rozpuszczalne w  roztworach wodnych o fizjologicznym pH  [6]. 
Kolejnym niekorzystnym elementem współistnienia tlenu i żelaza w układach 
biologicznych jest generowanie rodnika wodorotlenowego (hydroksylowego) 
( OH) w obecności jonów Fe2+ i częściowo zredukowanych form tlenu, takich 
jak anionorodnik ponadtlenkow y (0 2 ') i nadtlenek w odoru (H20 2). Rodnik OH
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jest jedną z najbardziej reaktywnych chemicznie cząsteczek 
istniejących w przyrodzie. Posiada silne właściwości utle 
niające i reaguje z większością związków  organicznych. 
P raw dopodobny mechanizm pow stania rodnika O H  in 
vivo opisują 2 reakcje określane jako cykl Fentona [7], w  na
w iązaniu do obserwacji poczynionych przez niemieckiego 
chemika Fentona, który pod koniec XIX w opisał silne w ła
ściwości utleniające mieszaniny soli żelazawych i H 0Oo [8]. 
Pierwsza z tych reakcji to właściwa reakcja Fentona, druga 
ilustruje mechanizm regeneracji jonu Fe2+ przez O, '.

(1) Fe2+ + H 20 2 - ►  'O H  + OH" + Fe3+
(2) 0 2‘- + Fe3+ - ►  0 2 + Fe2+

Jedną z ewolucyjnych strategii ograniczających nieko
rzystne oddziaływanie między tlenem a żelazem okazał 
się rozbudow any system białek silnie i swoiście wiążących 
jony żelaza. Z jednej strony zapewniają one rozpuszczal
ność jonów Fe3+, a tym samym umożliwiają transport żelaza 
w  płynach biologicznych, jego przemieszczanie przez błony 
biologiczne, dostarczenie do pełniących funkcje metabolicz
ne zależnych od jonów żelaza białek. Z drugiej strony, ten 
ściśle regulowany obieg żelaza w komórce i w  organizmie 
znacznie ogranicza udział jonów żelaza w  reakcji Fentona. 
Zbyt restrykcyjna gospodarka żelazem przeciwdziała po 
w staw aniu  rodnika OH, może jednak prowadzić do obni
żenia lub zaham owania aktywności białek zawierających w 
swych centrach aktywnych jony żelaza [9], Istota hom eosta
zy żelaza polega bowiem na utrzym aniu ciągłości procesów 
biologicznych, w których uczestniczą jony żelaza i jedno
cześnie na ograniczeniu ich dostępności dla reakcji Fento
na. Chociaż te dw a uw arunkow ania homeostazy żelaza są 
ze sobą nierozerwalnie związane, w niniejszym artykule 
zwrócimy przede wszystkim uwagę na rolę ścisłej kontro
li metabolizmu żelaza jako na czynnik obronny w stresie 
oksydacyjnym.

ZARYS KOMÓRKOWEJ I OGÓLNOUSTROJOWEJ 
HOMEOSTAZY ŻELAZA

W ostatnich 15 latach dokonał się niebywały postęp w 
poznaniu molekularnych m echanizmów leżących u pod 
staw procesów fizjologicznych zw iązanych z u trzym aniem  
homeostazy żelaza u ssaków. Najbardziej istotnymi osią
gnięciami jest ustalenie różnych wzorców molekularnej 
regulacji komórkowego metabolizmu żelaza w różnych ty
pach komórek organizm u oraz identyfikacja m olekularnego 
podłoża sygnalizacji między enterocytami absorpcyjnymi, 
hepatocytami, makrofagami wątroby i śledziony i erytro- 
blastami, co jest w arunkiem  niezbędnym  praw idłow ego 
obiegu żelaza w  organizmie (Ryc. 1).

W ewnątrzkom órkowa homeostaza żelaza jest wynikiem  
skoordynowanej regulacji kilku procesów: transportu  żela
za do komórki, jego magazynowania oraz usuw ania do śro
dowiska pozakomórkowego. Procesy te mają zapewnić jego 
w ykorzystanie do syntezy hem u i centrów [Fe-S] oraz ogra
niczyć toksyczność żelaza. Jak już w spom niano w  procesach 
tych uczestniczą liczne białka, spośród których do najlepiej 
poznanych należą receptor transferyny 1 (TfRl) [10], białko 
dzięki którem u zdecydowana większość komórek ssaków 
pobiera żelazo związane z transferyną (Tf), ferrytyna (Ft),

zachowane w ewolucji białko, wszechobecne w komórkach 
organizmów żywych [11] oraz ferroportyna (Fpn), transpor
ter żelaza jonowego z komórek do środowiska pozakom ór
kowego [12]. Kluczowym białkiem w  metabolizmie żelaza 
każdej komórki jest oksygenaza hem owa 1 (HOl). Dzięki 
aktywności tego enzym u możliwe jest ponowne w ykorzy
stanie żelaza zawartego w cząsteczkach hem u [13].

ZMIENNA PULA ŻELAZA

Stałą frakcją żelaza we wszystkich komórkach jest cy- 
toplazmatyczna zmienna pula żelaza (LIP, ang. labile iron 
pool,) [14]. Zmienna pula żelaza występuje również w mi- 
tochondriach, endosomach, lizosomach i w  jądrze kom ór
kowym  [15]. LIP jest frakcją jonów Fe2+ i Fe3+ związanych 
w  formie chelatów z różnymi niskocząsteczkowymi ligan- 
dami, wykazującymi niskie powinowactwo do obu form 
jonowego żelaza. Cytoplazmatyczna LIP jest pulą podlega
jącą dynam icznym  zmianom, która leży na skrzyżowaniu 
komórkowych szlaków metabolicznych żelaza. Z jednej 
strony jest zasilana przez żelazo transportow ane do kom ór
ki oraz przez żelazo pochodzące z rozpadu w ew nątrzko
mórkowych białek wiążących ten metal. Z drugiej strony, 
z puli tej pobierane jest żelazo do syntezy hem u i centrów 
[Fe-S], Ponieważ LIP jest głównym źródłem żelaza czynne
go w reakcji Fentona [16], w  w arunkach fizjologicznych jego 
stężenie w  tej puli jest utrzym yw ane na możliwie najniż
szym poziomie (w zależności od typu komórki od 0,1 do 
1,2 jiM [14]), takim jednak, który zapewnia płynny prze
bieg reakcji biochemicznych, dla których niezbędny jest ten 
metal. Głównym białkiem regulującym poziom LIP jest Ft. 
Wykazano, że w komórkach z nadprodukcją podjednostki 
ciężkiej Ft (H-Ft) [17] lub w komórkach, w których zaha
mowano aktywność lizosomów (miejsce degradacji Ft) [18] 
poziom LIP zmniejsza się. Z drugiej strony zmniejszenie 
syntezy Ft w komórce prow adzi do wzrostu poziomu LIP 
[9], Wahania stężenia żelaza w LIP, które stanowi zaledwie 
3-5% całkowitego żelaza zawartego w komórce są w skaź
nikiem komórkowego niedoboru lub nadm iaru tego pier
wiastka i czułym impulsem oddziałującym na systemy re
gulujące wew nątrzkom órkow ą homeostazę żelaza, a wśród 
nich na system IRP/IRE (patrz niżej). Sens tej regulacji pole
ga na tym, że odchylenia od konstytutywnego poziomu LIP 
wpływają na funkcjonowanie systemu IRP/IRE, a poprzez 
niego na stosowne zmiany w  syntezie Ft i TfRl, które deter
minują szybki pow rót LIP do fizjologicznego stężenia.

POTRANSKRYPCYJNY MECHANIZM REGULACJI 
WEWNĄTRZKOMÓRKOWEGO METABOLIZMU ŻELAZA

Bez względu na typ komórek, kontrola syntezy Ft i TfRl 
odbywa się głównie poprzez potranskrypcyjny mechanizm 
regulujący translację lub stabilność kodujących te białka 
mRNA. Elementami tego m echanizmu są struktury RNA 
określane jako sekwencje reagujące na jony żelaza (IREs, 
ang. iron responsive elements) oraz dw a cytoplazmatyczne 
białka kontrolujące homeostazę żelaza (IRP1 i IRP2, ang. 
iron regulatory proteins) [19]. IRP1 jest białkiem dwufunkcyj- 
nym, które występuje w cytoplazmie jako akonitaza, enzym 
zawierający katalityczne centrum  [4Fe-4S] (holo-IRPl) lub 
jako białko wiążące się do IRE, pozbawione tego centrum  
(apo-IRPl) [20,21]. Dwie aktywności IRP1 wzajemnie się w y 
kluczają i są przeciwstawnie regulowane przez jony żelaza
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Rycina 1. Schemat obiegu żelaza jonowego i hem ow ego w  organizmie. Przedstaw iono g łów ne szlaki metaboliczne żelaza w enterocytach absorpcyjnych, erytroblastach, 
m akrofagach i hepatocytach oraz szlaki przem ieszczania żelaza m iędzy tym i kom órkam i. W yróżniono hepcydynę jako głów ne białko regulujące m etabolizm  żelaza, 
ham ujące absorpcję żelaza i jego recyrkulację z m akrofagów  poprzez degradację ferroportyny. Szczegółowy opis zaw arto w  tekście. Objaśnienia skrótów: C p — cerulo- 
plazmina; CD91 — receptor kom pleksu hem -hem opeksyna; D cytbl — dw unastn iczy  cytochrom  b; DMT1 — transporter m etali dw uw artościow ych; Fch — ferrochelataza; 
FLVCR — ang. feline leukemia virus, subgroup C, receptor; Fpn — ferroportyna; H b — hem oglobina; HCP1 — ang. heme carrier protein 1; HFE — białko hem ochrom atozy; 
Hepc — hepcydyna; H eph — hefajstyna; H O I — oksygenaza hem ow a 1; Hx — hem opeksyna; N ram p l — ang. natural resistance-associated macrophage protein 1; PPIX — 
protoporfiryna IX; Tf — transferyna; TfRl — receptor transferyny 1; TfR2 — receptor transferyny 2.

zawarte w  LIP. Przy niedoborze żelaza dominującą formą 
IRP1 w komórce jest apo-IRPl, które wiąże się z sekwencją 
IRE w regionie 5'UTR mRNA podjednostek Ft i hamuje ich 
translację w  wyniku zablokowania rekrutacji małej podjed- 
nostki rybosomu. Wiązanie się IRP1 z sekwencją IRE w re
gionie 3'UTR mRNA TfRl stabilizuje mRNA, prowadząc do 
wzrostu poziomu kodowanego przez nie białka. Odw rotna 
regulacja syntezy obu białek wynikająca z braku wiązania 
holo-IRPl z IRE, zachodzi, gdy stężenie LIP w komórce jest 
wysokie [19-21]. Mimo znacznego podobieństwa IRP2 do 
IRP1, IRP2 nie posiada centrum żelazowo-siarkowego i nie 
wykazuje aktywności akonitazowej [22], Potencjał wiązania 
się IRP2 z IRE jest determinowany przez poziom tego biał
ka w cytoplazmie, który zależy od tempa jego degradacji 
w  proteasomach [23], W komórkach o wysokim poziomie 
żelaza dochodzi do przyspieszonej degradacji IRP2, która w 
odniesieniu do regulacji syntezy Ft i TfRl ma ten sam sku
tek, jak regulacja przez holo-IRPl. Przy niedoborze żelaza 
poziom IRP2 ulega stabilizacji, co powoduje zablokowanie

syntezy podjednostek Ft i stabilizację mRNA TfRl, a więc 
analogiczny skutek jak regulacja przez apo-IRPl. Zarówno 
przy niedoborze jak i nadm iarze jonów żelaza konsekwen
cją regulacji syntezy Ft i TfRl przez IRP1 i IRP2 jest szybki 
pow rót do fizjologicznego poziom u LIP [19],

OGÓLNOUSTROJOWA HOMEOSTAZA ŻELAZA

Procesem o p ierw szorzędnym  znaczeniu dla u trzym a
nia ogólnoustrojowej hom eostazy żelaza u ssaków jest od 
zyskiw anie żelaza jonowego zaw artego w  hemoglobinie 
fagocytowanych przez makrofagi starych erytrocytów, w 
celu jego ponow nego w ykorzystania (reutylizacji) do syn
tezy hem u i hem oglobiny w  erytroblastach szpiku kost
nego, kom órkach prekursorow ych erytrocytów. Ponadto 
żelazo hem owe zaw arte w  diecie jest łatwo przyswajalne 
przez organizm  i może stanowić bogate źródło żelaza w 
zapobieganiu /leczeniu  niedokrwistości na tle niedoboru 
żelaza. Regulacja hom eostazy żelaza w enterocytach, ery-
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troblastach, makrofagach i hepatocytach jest przykładem  
ilustrującym, jak ścisłe pow iązanie i wzajem ne oddziały 
w anie w ew nątrzkom órkow ych szlaków metabolicznych 
hem u i żelaza jonowego ma ogrom ne znaczenie dla obiegu 
żelaza w  całym organizmie.

Enterocyty absorpcyjne dw unastn icy  zaopatrujące cały 
organizm  w żelazo, pobierają je z diety w formie jonowej 
(nieorganicznej) i w form ie hem u (organicznej), uw oln io 
nego głów nie z cząsteczek hem oglobiny i mioglobiny. 
Są to kom órki spolaryzow ane, które na odcinku błony 
kom órkow ej kontaktującym  się ze św iatłem  jelita oraz 
na odcinku  zw róconym  w stronę naczyń krw ionośnych 
posiadają  dw a tandem y białek (oksydaza lub re d u k ta z a / 
transporter). W transporcie żelaza jonow ego z d w u n ast
nicy do enterocytu  biorą udział dw unastn iczy  cytochrom  
b (Dcytb) [24] i transporter metali dw uw artościow ych 
(DMT1) [25], Z enterocytu do krw iobiegu żelazo jest 
uw aln iane  przez ferroportynę (Fpn) [26] przy w spó ł
udziale  zależnej od jonów  m iedzi ferrooksydazy hefaj- 
styny (Heph), [27], Chociaż od daw na panuje pogląd, że 
żelazo zaw arte  w cząsteczkach hem u (żelazo hem owe) 
jest znacznie lepiej absorbow ane niż żelazo nieorganicz
ne [28], to szlak absorpcji hem u jest słabo poznany. Na 
błonie w ierzchołkowej enterocytów  absorpcyjnych zi
dentyfikow ano białko transportu jące hem  — HCP1 (ang. 
heme carrier protein), [29], którego biologiczna funkcja s ta 
ła się jednak  przedm iotem  kontrow ersji [30], Bez w zglę 
du  na to, w  jaki sposób cząsteczki hem u wnikają do w n ę 
trza  enterocytów , dalszy transport żelaza hem ow ego do 
krw i m oże przebiegać dw om a drogam i. Po pierw sze hem 
m oże podlegać degradacji przez oksygenazę hem ow ą 1
[28], a uw olnione w ten sposób żelazo jonowe w kracza 
na szlak absorpcji, w której uczestniczą Fpn i H eph, p rze 
kazując jony żelaza do transferyny, głów nego nośnika 
tego m etalu  w organizm ie. Za tą d rogą absorpcji hem u 
silnie przem aw ia fakt, że synteza H O l w enterocytach 
zw iększa się przy niedoborze żelaza [31]. W drugim , h i
po tetycznym  jeszcze szlaku, m oże uczestniczyć z iden ty 
fikow ane niedaw no białko FLVCR (ang. feline leukemia 
virus, subgroup C, receptor) transportu jące hem  z kom órek 
do środow iska pozakom órkow ego [32]. W krwi w olny 
hem  w iąże się z dużym  pow inow actw em  z hem opeksyną 
(Hx), a u tw orzony  kom pleks hem -Hx [33] jest następnie 
szybko w ychw ytyw any z krążenia przez m akrofagi w ą 
troby i śledziony za pośrednictw em  receptora CD91 [34],

W w yniku  recyrkulacji żelaza hem ow ego przez m a
krofagi w  organizm ie dorosłego człowieka do krwi d o 
staje się w  ciągu doby ok. 20 m g żelaza jonowego, czyli 
10-krotnie więcej niż wynosi dobow a absorpcja żelaza 
przez enterocyty [13]. M akrofagi fagocytują stare i uszko 
dzone erytrocyty i odprow adzają  do krążenia żelazo 
uw oln ione w w yniku degradacji hem u. Jest to m ożliwe 
dzięki dużej aktyw ności H O l w tych kom órkach [31] 
oraz dzięki w spółdziałan iu  białka N ra m p l (ang. Natural 
resistance-associated macrophage protein 1) [36], Fpn [26] i 
zależnej od jonów m iedzi ferrooksydazy, ceruloplazm iny 
(Cp) [37] w  transporcie żelaza jonow ego do krwi. Na bło
nie m akrofagów  zidentyfikow ano rów nież białko FLVCR 
transportu jące do krwi nadm iar hem u znajdującego się w 
cytoplazm ie tych kom órek [38].
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Komórkami o największym zapotrzebowaniu na żelazo 
są erytroblasty, komórki prekursorowe erytrocytów w szpi
ku kostnym. Dzięki wysokiej zawartości TfRl w  błonach 
proerytroblastów [10], komórki te intensywnie pobierają 
żelazo związane z Tf. Żelazo pobrane przez erytroblasty 
niemal wyłącznie jest wykorzystywane do syntezy hemu, 
który jest następnie włączany do cząsteczek hemoglobiny. 
Nasilenie syntezy hem u w proerytroblastach jest o ponad 
rząd wielkości większe niż w komórkach nieerytroidalnych
[39], W ery troblastach funkcjonuje mechanizm detoksyfika- 
cji wolnego hemu niewykorzystanego do syntezy hemoglo
biny, polegający na usunięciu jego nadm iaru do krwi przez 
wspom niane już białko FLVCR. Delecja genu kodującego 
FLVCR u myszy jest letalna na etapie życia płodowego [38], 
natomiast unieczynnienie tego genu we wczesnym okresie 
neonatalnym skutkuje niedokrwistością, której przyczyną 
jest zaham owanie różnicowania się erytroblastów, u podło
ża którego leży z kolei toksyczność wolnego hem u niewy
korzystanego do syntezy hemoglobiny. Synteza hem u po 
zostaje pod ścisłą kontrola systemu IRP/IRE przynajmniej 
w  odniesieniu do syntazy 5-aminolewulinowej 2 (ALA-S2), 
cytoplazmatycznego enzymu, biorącego udział w pierw 
szym etapie syntezy hem u w prekursorach erytrocytów. 
Translacja mRNA kodującego ALA-S2 podlega regulacji 
zgodnie z kanonem obowiązującym dla mRNA zawierają
cych sekwencje IRE w regionie 5'UTR [40]. Z kolei ostatni 
etap syntezy hemu, umiejscowiony w mitochondriach, po 
legający na włączeniu cząsteczki hemu do protoporfiryny 
IX i jest katalizowany przez ferrochelatazę, białko posiada
jące centrum  aktywne [2Fe-2S] [41].

Odkrycie hepcydyny [42] i identyfikacja hepatocytów 
jako głównego miejsca jej syntezy w organizmie [43] zmie
niło całkowicie pogląd na rolę tych komórek w regulacji 
ogólnoustrojowego metabolizmu żelaza. Z komórek, któ
rych funkcja utożsamiana była głównie z gromadzeniem 
zapasów żelaza na potrzeby całego organizmu, hepatocyty 
uzyskały status komórek, sterujących ogólnoustrojowym 
metabolizmem żelaza.

REGULACJA METABOLIZMU ŻELAZA 
PRZEZ HEPCYDYNĘ

H epcydyna okazała się jednym  z głów nych czynni
ków, których funkcja biologiczna polega na koordyno 
w aniu  w spółdziałan ia  kom órek różnych typów  o ściśle 
wyspecjalizow anych funkcjach zw iązanych z absorpcją, 
transportem , m agazynow aniem  żelaza, jego reutyliza- 
cją oraz syntezą hem oglobiny [44,45], H epcydyna syn 
tezow ana jest jako p rep ropep tyd  zbudow any  z 84 reszt 
am inokw asow ych. Do krwi uw aln iana  jest jako pep tyd  o 
25 resztach am inokw asow ych. A naliza sekwencji am ino- 
kwasowej w ykazała obecność w cząsteczce hepcydyny aż 
8 reszt cysteiny. Cząsteczka hepcydyny ma postać szpilki 
do w łosów , w  której w yróżnia  się pętlę i dw uram ienną  
podstaw ę. Badania z zastosow aniem  spektroskopii jąd ro 
wego rezonansu  m agnetycznego w ykazały, że struk tu ra  
cząsteczki hepcydyny jest stabilizow ana przez 4 mostki 
disiarczkow e u tw orzone pom iędzy resztam i cysteiny. 
Jedno z połączeń disiarczkow ych, leżące u podstaw y  
pętli, w ystępuje m iędzy sąsiadującym i ze sobą resztam i 
cysteiny, charakteryzuje się w ysoką reaktyw nością che
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miczną. Przypuszcza się, że odgryw a ono rolę w  ak tyw 
ności biologicznej hepcydyny [46,47],

Po raz pierwszy powiązania między hepcydyną a me
tabolizmem żelaza dokonali Pigeon i wsp., którzy stwier
dzili zwiększoną ekspresję mRNA hepcydyny w wątrobach 
myszy nastrzykiwanych dekstranem  żelaza oraz u myszy 
karmionych dietą wzbogaconą żelazem [42]. Przełomem 
w badaniach nad hepcydyną okazały się prace Nicolas 
i wsp., którzy u myszy z nieczynnym genem HAMP  w y
kazali toksyczną akumulację żelaza w wątrobie i innych 
organach [48], a u myszy transgenicznych z nadekspresją 
tego genu drastyczny niedobór żelaza objawiający się ostrą 
niedobarwliwą niedokrwistością mikrocytarną [49], Waż
nym krokiem potwierdzającym rolę hepcydyny w regulacji 
metabolizmu żelaza było zidentyfikowanie mutacji w genie 
HAMP  u osób cierpiących na nowy rodzaj hemochromato- 
zy, charakteryzującej się intensywną akumulacją żelaza w 
narządach w ewnętrznych pacjentów, którzy nie przekro
czyli 30 roku życia [50],

W spomniane już wyżej, pionierskie prace Nicolas i wsp. 
[48,49] prow adzone na dwóch modelach genetycznie zm o
dyfikowanych myszy — na myszach z nieczynnym genem 
HAMP  i z nadekspresją tego genu sugerowały, że hepcy- 
dyna hamuje zarówno absorpcję żelaza z przew odu pokar
mowego, jak i przepływ żelaza z makrofagów wątroby i 
śledziony. Spostrzeżenia te zostały w pełni potwierdzone w 
oparciu o analizę przeciwstawnych fenotypów żelaza w y
stępujących z jednej strony, u hemochromatyków, z drugiej, 
u chorych z przewlekłym stanem zapalnym. Fenotypy te 
były związane, odpowiednio, z niedoborem hepcydyny na 
tle mutacji genu HAMP  [50] i zależną od cytokin nadm ierną 
syntezą hepcydyny [51].

Zarówno w przypadku ham owania absorpcji jak i re
cyrkulacji żelaza zaproponow ano jednorodny biologiczny 
mechanizm działania hepcydyny, polegający na oddziały
waniu tego peptydu z ferroportyną [52]. H epcydyną uw al
niana z hepatocytów do krwi wiąże się z ferroportyną w y
stępującą w błonie komórkowej zarówno enterocytów, jak 
i makrofagów. W wyniku tego oddziaływania następuje 
przemieszczenie ferroportyny do cytoplazmy a następnie 
jej degradacja w  lizosomach. Brak transportera żelaza z ko
mórki do środowiska pozakomórkowego powoduje aku 
mulację żelaza w komórkach. Akumulacja żelaza w entero- 
cytach, które po 2 dniach funkcjonowania ulegają złuszcze- 
niu do światła jelita oznacza zaham owanie absorpcji żelaza. 
Z kolei zahamowanie przepływu żelaza z makrofagów do 
krwi ze względu na duże dobowe ilości transportowanego 
tą drogą żelaza może już w ciągu kilku dni doprowadzić 
do obniżenia stężenia żelaza w osoczu i niedokrwistości na 
tle niedoboru żelaza. Brak hepcydyny oznacza brak nega
tywnej kontroli ilości absorbowanego żelaza i na przestrze
ni kilku lat może doprowadzić do przeciążenia organizmu 
żelazem, co w drastycznym w ym iarze obserwuje się u osób 
z mutacjami genu HAMP  [50].

Wyniki badań ostatnich kilku lat pokazują różnorodność 
i złożoność m echanizm ów m olekularnych sterujących syn
tezą hepcydyny [44,45], W yodrębniono co najmniej 4 szla
ki regulacji ekspresji genu Hamp. Szlaki te urucham iane są
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w w arunkach hipoksji [53], stanu zapalnego [51], inicjują je 
zm iany w aktywności erytropoezy [54] i zawartości żelaza 
w  organizm ie [55], W regulacji syntezy hepcydyny przez 
żelazo uczestniczą cząsteczki sygnalizacyjne (z rodziny 
bone morphogenetic proteions, głównie BMP6, holo-Tf), roz 
budow any układ  recepto rów /przekaźn ików  sygnałów  
(HFE — białko hem ochrom atozy, mHJV — błonow a he- 
mojuwelina, TfR2 — receptor transferyny 2), białek m o d u 
lujących przekazyw anie sygnałów (sHJV — rozpuszczalna 
hemojuwelina, neogenina, furyna) TMPRSS2 — m atrypta- 
za-2, i czynniki transkrypcyjne (czynniki z rodziny SMAD; 
głównie SMAD4). Om ówienie (choćby skrótowe) regulacji 
syntezy hepcydyny wykracza poza zakres niniejszego a r
tykułu, dlatego w celu zapoznania się z tym  zagadnieniem  
odsyłam y czytelników do najnowszych prac p rzeglądo 
wych [44,45].

ROLA IRP11IRP2 W REGULACJI 
OGÓLNOUSTROJOWEJ HOMEOSTAZY ŻELAZA

W przypadku  komórek o szczególnym znaczeniu dla 
ogólnoustrojowej hom eostazy żelaza (enterocyty absorp 
cyjne, makrofagi, erytroblasty, hepatocyty), funkcjonow a
nie system u IRP/IRE musi uwzględniać nie tylko indy 
w idualne potrzeby tych komórek, ale rów nież ich funkcje 
wynikające z roli, jaką pełnią w  ogólnoustrojowym  m eta
bolizmie żelaza [56,57], W każdej komórce aktywność w ią 
zania się białek IRP z sekwencją IRE wyznacza in tensyw 
ność syntezy ferrytyny, która jest głów nym  białkiem de 
term inującym  fizjologiczny poziom  LIP [11]. W enterocy- 
tach absorpcyjnych i w makrofagach wątroby i śledziony 
system IRP/IRE kontroluje stężenie żelaza w LIP, steruje 
ilością żelaza, które przy udziale Fpn może być transpo r
tow ane do krwi, skąd w raz z Tf rozprow adzane jest po ca
łym organizmie.

Badania nad m etabolizm em  żelaza p row adzone na 
m yszach z nokautem  genów  Irpl i Irp2 [58-62] p rzyczy 
niły się do wyjaśnienia roli białek IRP w regulacji ogól
noustrojowej hom eostazy żelaza u ssaków, co więcej, 
ukazały nieoczekiw anie dom inującą rolę IRP2 w w a ru n 
kach fizjologicznych [58-62], O ile u m yszy z nokau tem  
genu Irpl ogólnoustrojow a hom eostaza pozostaje n iena 
ruszona, a aktyw ność frans-regulatorow a IRP2 w ystarcza 
do jej kontroli [58], o tyle u m yszy z nokautem  genu Irp2 
następuje całkow ite załam anie hom eostazy żelaza w  je
licie i w  ośrodkow ym  układzie  nerw ow ym  [61,62]. Co 
p raw da, badania  G aly 'ego i wsp. [60] p row adzone na in 
nym  m odelu  m yszy Irp2~/~, nie potw ierdziły  obserwacji 
dotyczących zm ian neurodegeneracyjnych obserw ow a
nych przez LaV aute'a i wsp. [61], to jednak niew ątpliw ie  
zbieżnym  elem entem  badań  na dw óch różnych m odelach 
m yszy lrp2~'~, jest udokum entow anie  u tych zw ierząt 
um iarkow anej n iedokrw istości m ikrocytarnej, związanej 
z n iedoborem  żelaza [60,62]. N iezw ykle istotną obser
wacją dotyczącą roli IRP1 w kontroli ogólnoustrojow ego 
m etabolizm u żelaza było w ykazanie, że u m yszy Irpl 
poddanych  diecie pozbaw ionej żelaza, regulacja syntezy 
ferrytyny w tkankach odbyw a się zgodnie z kanonem  
regulacyjnym  system u IRP/IRE, co oznacza, że poziom  
podjednostek  ferrytyny był mniejszy, wyłącznie jednak  w 
następstw ie zm ian  aktyw ności (poziomu) IRP2 [59],
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ZABURZENIE HOMEOSTAZY ŻELAZA JAKO 
CZYNNIK POTĘGUJĄCY STRES OKSYDACYJNY

Z aburzenie  hom eostazy żelaza w  kierunku jego n a d 
m iaru  w zm aga ryzyko w ystąp ien ia  stresu oksydacyjnego 
poprzez  zw iększenie puli żelaza katalizującego genero 
w anie rodnika OH. Ma to miejsce w ów czas, gdy p rze 
kroczony zostaje potencjał ferry tyny detoksykacji jonów 
żelaza. Unieczynnienie u m yszy genu kodującego pod- 
jednostkę ciężką Ft (H-Ft, posiadającą aktyw ność ferrook- 
sydazy) pow oduje  zam ieranie zarodków  w e w czesnym  
okresie życia p łodow ego (m iędzy 3,5-9,5 dniem ) [60]. U 
m yszy z w arunkow ym  nokautem  genu H-Ft, poddanych  
diecie o wysokiej zaw artości żelaza, obserw ow ano oksy
dacyjne uszkodzenia  w  w ątrobie i zaburzenia  w  funkcjo
now an iu  tego narządu . [61]. Ponadto  liczne badania  na 
liniach kom órkow ych w ykazały  ścisłą zależność m iędzy 
syntezą Ft, poziom em  LIP, odpornością na stres oksyda
cyjny i w ystępow aniem  uszkodzeń  oksydacyjnych sk ład 
ników  kom órek [65-67], W świetle tych badań  funkcja 
biologiczna Ft urasta  do funkcji białka o silnych w łaści
wościach antyoksydacyjnych.

C harakterystyczną cechą hom eostazy żelaza u w ięk 
szości ssaków  jest brak fizjologicznego szlaku usuw ania 
żelaza z organizm u. Z jednej strony brak m ożliwości u su 
w ania żelaza z organizm u stanow i zabezpieczenie przed

T abela  1. M utacje i nokauty genów wywołujące hem ochrom atozę u człowieka i myszy.

niedoborem  żelaza, z drugiej jednak strony zw iększa ry 
zyko przeładow ania  organizm u żelazem  w w yniku u tra 
ty lub niedostatecznego ham ow ania w chłaniania żelaza z 
diety. U człowieka tego typu  zaburzenia  mają często p o d 
łoże genetyczne, określane są m ianem  hem ochrom atozy 
i p row adzą do stopniow ego (przebiegającego w różnym  
tempie) nadm iernego  grom adzenia  żelaza w narządach  
w ew nętrznych, co indukuje stres oksydacyjny, p row a
dzi do nasilenia reakcji zapalnej, uszkodzenia  organelli 
kom órkow ych, naruszenia  s truk tu ry  i funkcji narządów  
(w ątroby, serca, trzustki). W konsekwencji u chorych w 
zaaw ansow anym  stad ium  hem ochrom atozy d iagnozu 
je się m arskość i now otw ory w ątroby, cukrzycę, n iew y
dolność krążenia, h ipogonadyzm , zw yrodnien ie  staw ów  
[68]. Podłoże genetyczne hem ochrom atozy stanow ią 
mutacje genu samej hepcydyny oraz genów  kodujących 
białka, biorące udział w pozytyw nej regulacji syntezy 
hepcydyny. W Tabeli 1 p rzedstaw iono  w pływ  mutacji 
tych genów  u człowieka oraz ich inaktywacji u  m yszy na 
zm iany w m etabolizm ie żelaza.

ODDZIAŁYWANIE STRESU OKSYDACYJNEGO 
NA MOLEKULARNE MECHANIZMY 
REGULUJĄCE METABOLIZM ŻELAZA

Zaburzenie  hom eostazy żelaza, w  następstw ie którego 
dochodzi do w zrostu  zaw artości żelaza w  kom órkach do

Mutacja genu
człowieka lub nokaut Białko Funkcja białka Fenotyp
genu u myszy

HFE (c,m)
HFE
(białko hem ochrom atozy)

elem ent kom pleksu receptorów  na 
błonie kom órkowej hepatocytów  
oddziałujący z receptoram i transferyny 
1 i 2 przekazujący sygnał dla syntezy 
hepcydyny w  odpow iedzi na holo-Tf

klasyczna hem ochrom atoza typu 
1; akum ulacja Fe w  w ątrobie (w 
hepatocytach), sercu, trzustce; 
u ludzi objawy w ystępują w  3-4 
dekadzie; um iarkow ane obniżenie 
ekspresji hepcydyny [68]

H f V (HFE2) (c,m)

HAMP( c,m)

hem ojuw elina

hepcydyna

ko-receptor dla BMP6, uczestniczy w  
indukcji transkrypcji genu hepcydyny 
poprzez szlak BMP6/SM AD4

ham ow anie absorpcji Fe i uw alnianie 
Fe z m akrofagów  poprzez 
oddziaływ anie z ferroportyną

m łodzieńcza hem ochrom atoza typu 2a; 
szybka akum ulacja Fe w  w ątrobie (u 
ludzi — 1-2 dekada życia); drastyczne 
obniżenie syntezy hepcydyny [69] 

m łodzieńcza hem ochrom atoza typu  2b; 
szybka akum ulacja Fe w  w ątrobie (u 
ludzi — 1-2 dekada życia) prow adząca do 
ciężkiego uszkodzenia wątroby; p rzypadki 
śmiertelności; brak syntezy hepcydyny [50]

TfR2 (c,m) 

SCL40AI (c)

receptor transferyny 2 

ferroportyną

transport żelaza do kom órek (głównie 
hepatocytów ), bierze udział w  
indukcji hepcydyny przez holo- 
transferynę, oddziałuje z HJV-

transport Fe z enterocytów  i m akrofagów  
(w m niejszym  stopniu  z hepatocytów )

hem ochrom atoza typu  3; um iarkow ana 
akum ulacja Fe w  w ątrobie; um iarkow ane 
obniżenie syntezy hepcydyny [68]

hem ochrom atoza typu  4; akum ulacja żelaza 
w  w ątrobie (w kom órkach Kupffera); 
brak zm ian w  syntezie hepcydyny [68]

BMP6(m) białko m orfogenetyczne w iodący ligand indukujący 
kości 6 syntezę hepcydyny

SM AD4  (m) SMAD4

c — mutacja genu u  człowieka; m — nokaut genu u myszy

czynnik transkrypcyjny indukujący 
transkrypcję genu hepcydyny

akum ulacja żelaza w  wątrobie, 
przypom inająca hem ochrom atozę 
typu  2a; drastyczne obniżenie 
syntezy hepcydyny [70] 

akum ulacja żelaza w  w ątrobie, 
przypom inająca hem ochrom atozę 
typu  2a; drastyczne obniżenie 
syntezy hepcydyny [71]
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wczesna faza późna faza

Rycina 2. O ddziaływ anie reaktyw nych form tlenu (RFT) na m olekularne m echanizm y regulujące syntezę ferrytyny i poziom  LIP. W yodrębniono dw ie fazy stresu oksy
dacyjnego: wczesną (<1 godziny) i późną (>6 godzin). We wczesnej fazie nadtlenek w odoru  (H ,0 2) całkowicie destabilizuje centrum  [4Fe-4S] w  cząsteczce IR PI, indukuje 
aktyw ność w iązania się 1RP1 z IRE (sekwencją regulatorow ą w ystępującą w regionie 5'UTR mRNA podjednostek ferrytyny, Ft), czem u tow arzyszy uw alnianie 4 atom ów  
żelaza do cytoplazm atycznej zmiennej puli żelaza (LIP). A nionorodnik ponadtlenkow y (O, ") rów nież destabilizuje centrum  [4Fe-4S] w cząsteczce IRP1, ale uw alnia z 
niego tylko 1 atom  żelaza i pow oduje pow stanie formy IRP1 zawierającej centrum  [3Fe-4S] (tzw. form y nuli, nie posiadającej ani aktywności akonitazowej, ani aktywności 
fraws-regulatorowej). W w yniku uw alniania żelaza z centrów  aktyw nych cząsteczek 1RP1 (a także z centrów  innych enzym ów  żelazowo-siarkowych, czego nie zaznaczono 
na schemacie) w zrasta poziom LIP. Zw iększone stężenia żelaza w LIP w obecności H ,0 2 prow adzi do generow ania rodnika w odorotlenow ego ( OH). W drugiej fazie 
stresu oksydacyjnego H ,0 ,  poprzez indukcję transkrypcji genów podjednostek Ft w pływ a na w zrost poziom u ich mRNA (na rysunku zaznaczono tę regulację tylko na 
przykładzie podjednostki ciężkiej Ft, H-Ft). Jednocześnie apo-IRPl (utrzym ujące się w kom órkach pod w pływ em  ciągłego działania H 20 2) hamuje translację tych mRNA 
i w konsekwencji przyczynia się do obniżenia poziom u Ft. J a  regulacja Ft, głównego białka kontrolującego poziom  LIP w pływ a na w zrost stężenia żelaza w  tej puli, co w 
obecności H 20 ,  p row adzi do generow ania rodnika OH. 0 2 '  w pływ a na obniżenie poziom u IRP1 w kom órkach, przez co zmniejsza potencjał ham ow ania translacji mRNA 
podjednostek Ft przez apo-IRP i prow adzi do w zrostu syntezy Ft. W zrost poziom u LIP w pierwszej fazie stresu oksydacyjnego pow oduje degradację IRP2 (białka nie 
posiadającego centrum  [4Fe-4S], charakteryzującego się ciągłą aktywnością w iązania się z IRE). Ma to co m a ten sam skutek dla syntezy Ft, jak zmniejszenie poziom u IRP1. 
W obliczu zmniejszenia poziom ów IRP1 i IRP2 następuje odblokow anie translacji mRNA podjednostek Ft i w zrost poziom u Ft. Regulacja ta pociąga za sobą obniżenie 
stężenia żelaza w LIP, a w  konsekwencji zmniejsza ryzyko generow ania rodnika *OH. Na schematach cząsteczek 1RP1 i IRP2 zaznaczono reszty cysteinowe koordynujące 
centrum  w [4Fe-4S], biorące udział w w iązaniu  się z IRE w  p rzypadku  IRP1 oraz reszty cysteinowe odpow iedzialne za degradację IRP2.

poziom u przekraczającego zdolność ferrytyny do detok 
sykacji, może być czynnikiem  inicjującym oksydacyjne 
uszkodzenia  naw et przy fizjologicznym stężeniu reak 
tyw nych form  tlenu (RFT). Z drugiej strony w zrost stęże
nia RFT w stresie oksydacyjnym  może w pływ ać na zabu 
rzenie hom eostazy żelaza zarów no poprzez  uw alnianie 
żelaza z centrów  aktyw nych białek, jak i p rzez odd z ia 
ływ anie na m olekularne m echanizm y u trzym ujące fizjo
logiczny poziom  LIP. W obu p rzypadkach  konsekwencją 
jest zw iększenie stężenia jonów  żelaza aktyw nych w re 
akcji Fentona, a tym  sam ym  nasilenie stresu oksydacyj
nego. W ydaje się jednak, że oddzia ływ anie  niektórych 
RFT (np. 0 2‘ ) może ograniczać to zjawisko. Ta złożona, 
przeciw staw na regulacja m etabolizm u żelaza przez RFT 
znajduje odzw ierciedlenie w  dw uetapow ej — transkryp- 
cyjnej i potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genu ferry 
tyny. Ogólny jej zarys przedstaw iono  na Ryc. 2.

TRANSKRYPCYJNA REGULACJA GENÓW 
FERRYTYNY PRZEZ NADTLENEK WODORU (H20 2)

Transkrypcyjna indukcja ekspresji genów kodujących 
obie podjednostki ferrytyny w różnych doświadczalnych 
modelach stresu oksydacyjnego jest regulacją solidnie udo 
kum entowaną w oparciu o badania in vitro wykonane na li
niach kom órkowych oraz ex vivo na tkankach zwierząt [72]. 
Reaktywną formą tlenu aktywującą transkrypcję genów H- i 
L-Ft jest nadtlenek w odoru (H20 2). W komórkach różnych 
linii człowieka i myszy poddanych działaniu H 20 2 obserwo
wano wzrost poziomu mRNA zarówno H -jak  i L-Ft [73,74]. 
Wzrost ten jest z reguły większy w  przypadku mRNA H-Ft, 
podjednostki posiadającej aktywność ferrooksydazy. Wy
kazano, że transkrypcyjna indukcja genu H-Ft przez H 20 2 
przebiega za pośrednictwem  sekwencji EpRE (ang. electro- 
philic response element, określanej również jako ARE, ang. an
tioxidant response element) [74]. Sekwencję tę zidentyfikowa
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no w prom otorach genów mysiej L-Ft i H-Ft, jak również w 
prom otorach genów kodujących białka i enzymy przeciw- 
utleniające [72,74], Nieznane są fizjologiczne stężenia H 20 7, 
które wzmacniają transkrypcję genów Ft. Wydaje się, że 
stężenia stosowane w badaniach in vitro (>125 pM) skutecz
nie indukujące transkrypcję genów Ft [73,74], wielokrotnie 
przekraczają stężenia w komórkach in vivo, naw et w  w arun 
kach ekstremalnych. W tym kontekście warto zauważyć, że 
w fibroblastach B6 myszy inkubowanych w obecności 100 
pM  H 70 7 ekspresja mRNA H-Ft pozostawała na niezmie
nionym  poziomie [75].

REGULACJA AKTYWNOŚCI IRP1 PRZEZ 
NADTLENEK WODORU (H20 2)

Drugim  po transkrypcji, etapem regulacji genów H-Ft i 
L-Ft jest translacja, której regulacja przebiega przy udziale 
cytoplazmatycznych białek IRP1 i IRP2 oraz sekwencji re
gulatorowych IRE, znajdujących się w 5'UTR mRNA obu 
podjednostek. Dotychczasowe badania wykazują, że spo
śród dw óch IRP jedynie aktywności IRP1 są m odulow ane 
przez RFT (zarówno H 70 7 jak i 0 2 "). Poziom IRP2 w cy- 
toplazmie, od którego zależy potencjał wiązania się tego 
białka z IRE, nie podlega regulacji przez RFT. Synteza IRP2 
może być natomiast regulowana pod w pływ em  zmian po
ziom u LIP zachodzących w stresie oksydacyjnym (o czym 
będzie m owa poniżej).

Determinantą aktywności frans-regulatorowej IRP1 jest 
brak centrum  żelazowo-siarkowego [4Fe-4S] w cząstecz
ce tego białka oraz obecność grup -SH w resztach 3 cyste- 
in uczestniczących w wiązaniu apo-IRPl z sekwencją IRE
[20,21]. H am owanie aktywności akonitazowej IRP1 przez 
0 7 ", u podłoża którego leży utlenienie labilnego atomu Fe 
i usunięcie go z centrum  aktywnego nie wpływ a więc na 
wiązanie IRP1 z IRE [76]. Forma IRP1 zawierająca centrum 
[3Fe-4S], która powstaje pod w pływem  działania 0 7 " jest 
formą białka pozbawioną aktywności enzymatycznej i 
frans-regulatorowej. Brak tej drugiej charakteryzuje więc 
zarów no IRP1 zawierające centrum  [3Fe-4S], jak i holo-IRPl 
posiadające nienaruszone centrum [4Fe-4S], Identyczna for
ma IRP1 powstaje pod w pływem  bezpośredniego działania 
H 20 2na cząsteczkę holo-IRPl. Stwierdzono to bezspornie 
traktując nadtlenkiem w odoru rekombinowane IRP1 [77] 
oraz cytoplazmatyczne ekstrakty komórkowe [75]. Wyka
zano również, że wzrost w ew nątrzkom órkowego stężenia 
H 20 2 hamuje aktywność enzymatyczną IRP1 [78]. W 1995 
roku dw ie grupy badawcze niezależnie wykazały, że w ko
mórkach ssaków poddanych działaniu egzogennego (doda
nego do hodowli komórkowych) H,CĘ silnemu wzmożeniu 
ulega aktywność wiązania się IRP1 z IRE (aktywacja IRP1) 
[75,79]. Tym samym zidentyfikowano nowy szlak regulacji 
metabolizmu żelaza w komórkach ssaków w stresie oksy
dacyjnym. Mimo upływ u wielu lat molekularny mecha
nizm indukcji aktywności fnws-regulatorowej przez H 70 7 
nie został wyjaśniony. Stwierdzono jedynie, że aktywacja 
IRP1 przez F170 7 wym aga zachowania integralności komó
rek i jest ham ow ana przez kwas okadainowy, inhibitor fos
fataz I/IIa , co sugeruje udział w całym procesie szlaku ki
n azy / fosfatazy [75]. Aktywację IRP1 wywołują stosunkowo 
niskie stężenia H 2CĘ (50 pM) [75], Jest to szybko postępujący 
proces, po 30-60 minutach inkubacji fibroblastów B6 myszy

z H 70 7, ponad 50% IRP1 występuje w formie apo-IRPl, w ią
żącej się z IRE (w komórkach kontrolnych apo-IRPl stanowi 
poniżej 10% cytoplazmatycznej puli IRP) [75]. Po zaledwie 
15-minutowej inkubacji mysich fibroblastów Ltk~ z H 20 2, a 
następnie po wymianie pożywki hodowlanej, IRP1 pozo
staje zaktywowane przez ponad 4 godziny [80]. Poddanie 
mysich fibroblastów B6 działaniu egzogennego H 20 2, gene
rowanego w sposób ciągły przez układ glukoza/oksydaza 
glukozowa, utrzymujący stężenie H 70 7 w  środowisku poza- 
kom órkowym  na stałym poziomie 10 pM, powoduje już w 
ciągu 20-30 m inut znaczącą indukcję aktywności wiązania 
się IRP1 z IRE [78]. Podobnie w wątrobie szczura perfun- 
dowanej buforem zawierającym składniki enzymatyczne
go układu generującego H 20 2, aktywacja IRP1 była istotna 
(25-krotnie większa od kontrolnej) już po 20 minutach per- 
fuzji [81]. W tym doświadczeniu w arunki ekspozycji w ą
troby na H 2CX były dobrane tak, że H 70 7 był generowany 
w  tempie 0,2 p M /s , co jest porównywalne z tem pem  jego 
uwalniania przez neutrofile i makrofagi, będące głównym 
źródłem H 70 7w stanach zapalnych. Wyniki tych badań nie 
pozostawiają wątpliwości, że in vivo może dochodzić do ak
tywacji IRP1 przez H 70 7.

Istotną konsekwencją aktywacji IRP1 przez H 20 7, decy
dującą o jej funkcjonalnym, biologicznym znaczeniu jest re
gulacja syntezy Ft i TfRl. Już w pierwszej pracy, w której 
opisano aktywację IRP1 przez egzogenny H 70 7 w fibrobla
stach B6 myszy stwierdzono, że regulacja ta prow adzi do 
obniżenia syntezy obu podjednostek Ft na poziomie biał
ka oraz stabilizacji mRNA TfRl [75]. Była to więc regula
cja zgodna z kanonem funkcjonowania systemu IR P /IRE, 
wynikająca z oddziaływania apo-IRPl z sekwencjami IRE 
znajdującymi się odpowiednio w 5' UTR mRNA H-, L-Ft i 3' 
UTR mRNA TfRl. Inne badania wykazały, że w komórkach 
HeLa traktowanych H 20 2 (720 pM) występuje dwufazow a 
regulacja syntezy ferry ty ny [74]. W pierwszej fazie (do 3 
godziny po rozpoczęciu inkubacji komórek z H 70^) obser
wowano spadek poziomu podjednostek Ft będący konse
kwencją aktywacji IRP1. W drugiej fazie (po 3 godzinach) 
następował wzrost syntezy Ft związany z deaktywacją 
IRP1 (powrotem od formy apo- do holo-IRPl), i podw yż
szoną ekspresją mRNA obu podjednostek Ft. Wydaje się, 
że ta regulacja nie ma jednak odniesienia do w arunków  fi
zjologicznych. Jak już wspomniano, ciągłe utrzym ywanie 
stężenia H 20 7 na poziomie zaledwie 10 pM wystarcza do 
długotrwałej aktywacji IRP1 [78]. Ten sam efekt w przypad 
ku, gdy H/ZĘ jest jednorazowo dodany do hodowli kom ór
kowych, jest możliwy przy 5-10-krotnie wyższym  stężeniu 
H 70 7 [75]. Praw dopodobnie H 70 7 jednorazowo dodany do 
hodowli komórkowych ulega szybkiemu rozkładowi. Jest 
zatem możliwe, że deaktywacja IRP1 po kilku godzinach od 
dodania H 7CĘ odnotowana w przytoczonych wyżej bada
niach [74], jest skutkiem jego degradacji w hodowlach ko
mórkowych.

OBNIŻENIE POZIOMU IRP1 PRZEZ 
ANIONORODNIK PONADTLENKOWY (O /')

Do najlepiej opisanych oddziaływ ań biologicznych mię
dzy O, " a jonami żelaza zalicza się regenerację jonów Fe2+ 
przez 0 7 " oraz hamowanie aktywności białek zawierają
cych enzymatyczne centra żelazowo-siarkowe [Fe-S] i usu 
wanie z nich żelaza. Całkowicie nowy typ oddziaływania

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

http://www.postepybiochemii.pl


między CĘ ' a metabolizmem żelaza, o charakterze specy
ficznej regulacji, sugerują wyniki badań przeprow adzone 
na myszach z nokautem genu kodującego dysm utazę po- 
nadtlenkową 1 (S o d l ~/ ~). Cytoplazmatyczna SOD1, zawiera
jąca w centrum  aktywnym cynk i m iedź katalizuje dysmu- 
tację 0 2 ', czyli jego przemianę do tlenu i nadtlenku w odoru 
(rozkładanego następnie przez katalazę lub peroksydazę 
glutationową). Unieczynnienie (nokaut) genu Sodl u myszy 
prow adzi do wzrostu stężenia 0 2 “ w komórkach tych zwie
rząt [82]. Równolegle wykazano, że synteza IRP1 w w ątro
bie myszy S o d l jest obniżona w porów naniu do myszy 
kontrolnych zarówno na poziomie mRNA (40%), jak i biał
ka (90%) [83]. Bardzo podobne zmiany ekspresji genu Irpl 
obserwowano w makrofagach RAW 264,7 myszy traktow a
nych parakw atem  — ksenobiotykiem powszechnie stoso
wanym  w badaniach in vitro w celu zwiększenia stężenia 
O / '  w komórkach [wyniki własne niepublikowane]. Obni
żenie poziomu IRP1 przez 0 2*_, a tym samym zmniejszenie 
komórkowego potencjału IRP1 wiązania się z sekwencjami 
IRE występującymi w mRNA podjednostek Ft i TfRl może 
stanowić przeciwwagę dla toksycznej w skutkach indukcji 
aktywności frans-regulatorowej IRP1 przez H 20 2. Regulacja 
IRP1 przez 0 2‘" może być zatem niebranym dotąd pod uw a
gę elementem łagodzącym przebieg stresu oksydacyjnego, 
i dalej, reakcji zapalnej, której stres oksydacyjny jest często 
istotnym elementem. Drastycznie obniżoną syntezę IRP1 
w rdzeniu kręgowym obserwowano w niektórych mysich 
modelach stwardnienia zanikowego bocznego (ALS, ang. 
Amyotrophic Lateral Sclerosis) [84], neurodegeneracyjnej cho
roby, charakteryzującej się postępującą degeneracją moto- 
neuronów  i paraliżem mięśni szkieletowych [85]. Chociaż 
utrata aktywności enzymatycznej SOD1 nie jest uważana 
za przyczynę powstawania ALS (o czym może świadczyć 
brak objawów tej choroby u myszy Sodl_/'), to jednak biolo
giczna rola 0 2*' w przebiegu ALS jest ciekawą perspektywą 
badawczą.

WZROST POZIOMU LIP WE WCZESNEJ 
FAZIE STRESU OKSYDACYJNEGO

Charakterystycznym zaburzeniem metabolizmu żelaza 
we wczesnej fazie stresu oksydacyjnego jest wzrost stęże
nia żelaza aktywnego w reakcji Fentona. W różnych do 
świadczalnych modelach stresu oksydacyjnego, w ciągu 
0,5-3 pierwszych godzin po jego wywołaniu, obserwowa
no wzrost stężenia żelaza w LIP: w  wątrobie szczurów po 
obniżeniu stężenia glutationu [86], w pierwotnych fibro- 
blastach skóry człowieka poddanych działaniu promienio
wania UVA [87], w limfoblastach białaczki mysiej L5178Y 
traktowanych FLO, [wyniki własne niepublikowane]. Jak 
już w spom niano żelazo uwalniane do LIP może pochodzić 
z centrów [Fe-S] destabilizowanych przez RFT. Najbardziej 
jednak zasobnym biologicznym źródłem  żelaza zawartego 
w komórce jest ferrytyna. Żelazo związane w cytoplazma- 
tycznej ferrytynie nie może być bezpośrednio uwalniane 
przez RFT z natywnych cząsteczek tego białka. Uznanym 
mechanizmem recyrkulacji żelaza ferrytyny w komórce jest 
degradacja tego białka w lizosomach [11], Żelazo uwolnione 
z ulegających proteolizie cząsteczek ferrytyny transporto
w ane jest następnie do cytoplazmy, gdzie wykorzystywane 
jest do syntezy hemu i rekonstytucji centrów [Fe-S]. Zaha
mowanie funkcji lizosomów w erytroidalnych komórkach

K562 prow adzi do drastycznego obniżenia syntezy hem u, 
bedącej skutkiem niedoboru żelaza [9], Chociaż nie z iden 
tyfikowano dotychczas molekularnego szlaku transportu 
żelaza z lizosomów do cytoplazmy, proces ten niewątpliwie 
pozostaje pod ścisłą kontrolą. W w arunkach stresu oksy
dacyjnego praw dopodobne wydaje się uwalnianie żelaza z 
cząsteczek cytoplazmatycznej ferrytyny ulegających degra
dacji wskutek trawienia przez enzymy proteolityczne uw al
niane z lizosomów uszkodzonych przez RFT [88], a także 
niekontrolowanego przemieszczania się do cytoplazmy 
dużych ilości żelaza, uwolnionego z lizosomalnej ferrytyny, 
będącej w trakcie degradacji [88], Wzrost poziomu LIP we 
wczesnej fazie stresu oksydacyjnego może być również kon
sekwencją podwyższonej aktywności H O l, u podłoża której 
leży transkrypcyjna aktywacja genu Hmoxl [ 89 ]. W ykaza
no, że żelazo uwalniane w wyniku enzymatycznego rozpa
du hemu wpływ a na szybki wzrost stężenia żelaza w LIP, 
co jest przyczyną przejściowego (2-3 godziny) zwiększenia 
wrażliwości tych komórek na stres oksydacyjny w yw ołany 
promieniowaniem UVA [89].

Jak już wspomniano, poza udziałem  w reakcji Fentona, 
żelazo zawarte w LIP wpływ a również na funkcjonowanie 
systemu IRP/IRE, a poprzez niego na stosowne zm iany w 
syntezie Ft i TfRl. Zgodnie z kanonem  tej regulacji w zrost 
poziomu LIP na początku stresu oksydacyjnego jest sygna
łem do zwiększeniu syntezy ferrytyny, a tym sam ym  sy
gnałem inicjującym przesuniętą w czasie reakcję obronną 
komórek, której celem jest ograniczenie toksyczności żela
za. M ediatorem tej odpowiedzi jest IRP2, które w świetle 
badań na myszach z nokautem  genu lrp2 i Irpl, urasta do 
roli głównego regulatora homeostazy żelaza w odpow iedzi 
na niedobór i nadm iar żelaza [58-62], Regulacja w iązania się 
IRP2 do IRE przez żelazo odbywa się na drodze degradacji 
białka w proteasomach, co skutkuje odblokowaniem trans
lacji podjednostek ferrytyny [23]. Rzeczywiście w w ątrobie 
szczurów, u których wywołano stres oksydacyjny przez 
obniżenie poziomu glutationu, obserwowano zsynchroni
zowaną w czasie regulację obejmującą w zrost poziomu LIP, 
obniżenie wiązania IRP2 do IRE i wzrost poziomu ferrytyny 
[86].

ETANOL, STRES OKSYDACYJNY I 
AKUMULACJA ŻELAZA W WĄTROBIE

U pacjentów cierpiących na chorobę alkoholową (ALD, 
ang. alcohol liver disease) występuje przeładowanie w ątroby 
żelazem, któremu często towarzyszy zwłóknienie wątroby. 
Zwiększony poziom żelaza w wątrobie jest skorelowany 
z większą śmiertelnością pacjentów, u podłoża której leży 
marskość wątroby wyw ołana nadm iernym  spożyciem alko
holu [90,91], U pacjentów cierpiących na różne genetyczne 
odmiany hemochromatozy zaobserwowano zaostrzenie ob
jawów choroby po spożyciu alkoholu [92], Nawet um iarko
wane picie alkoholu powoduje zwiększenie zapasów żelaza 
w  wątrobie i podw yższone stężenie ferrytyny w surowicy i 
zwiększone wy sycenie transferyny żelazem [90,91]. Zapro 
ponowany niedawno molekularny mechanizm akumulacji 
żelaza w wątrobie w ALD wskazuje na zaham owanie synte
zy hepcydyny [93]. U myszy, którym podaw ano przez 7 dni 
w diecie 10-20% etanol, stwierdzono obniżoną syntezę h ep 
cydyny w wątrobie [94], Zgodnie z kanonem regulacji fer- 
roportyny przez hepcydynę [52] u myszy tych stw ierdzono
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również zwiększoną syntezę ferroportyny w dwunastnicy 
a dodatkow o także zwiększoną syntezę DMT1 [94], Dane 
te wskazują na regulacyjny mechanizm akumulacji żela
za w  wątrobie w  ALD polegający na wzmożonej absorpcji 
żelaza z przew odu pokarmowego. Badania funkcjonalne 
aktywności 624-pz promotora genu Hampl w komórkach 
VL-17A hodowanych z etanolem wykazały obniżoną jego 
aktywność. Stwierdzono również obniżone wiązanie do 
prom otora czynnika transkrypcyjnego C /E B Pa (ang. CCA- 
AT/enhancer-binding protein a) [94], o którym wiadomo, że 
jest silnym aktywatorem transkrypcji genów hepcydyny 
myszy i człowieka [95], Kluczową obserwacją, jakiej do
konali Autorzy omawianych doświadczeń, jest zniesie
nie efektu ham owania syntezy hepcydyny przez etanol w 
obecności antyoksydantów: N-acetylocysteiny i w itaminy E 
[94], Sugeruje się, że RFT w ytw arzane w  trakcie rozkładu 
biologicznego etanolu odbywających się przy udziale de
hydrogenazy alkoholowej i cytochromu P4502E1, uczestni
czą w  ham ow aniu ekspresji genu hepcydyny na poziomie 
transkrypcji. Rola RFT w transkrypcyjnej regulacji ekspresji 
genów jest dobrze udokum entow ana [96], tak więc, w spo
m niana sugestia jest wielce praw dopodobna, tym  bardziej, 
że hepatocyty są głównymi komórkami wątroby, w  których 
metabolizowany jest etanol, i w  których odbywa się synteza 
hepcydyny [42]. Intrygujące pytanie, które oczekuje na od
pow iedź jest następujące: czy obniżenie hepcydyny przez 
RFT m a miejsce jedynie w stresie oksydacyjnym wyw oła
nym przez metabolizm etanolu, czy też występuje w innych 
m odelach tego stresu.
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ABSTRACT

Iron homeostasis consists in providing iron for a variety of biochemical processes and in limiting iron availability for Fenton reaction. Intra
cellular and systemic iron homeostasis is an important element in the defense against oxidative stress and is controlled by post-transcriptio- 
nal regulatory mechanism IRP/IRE and hepcidin, a peptide that regulates iron absorption from diet and heme iron release by macrophages. 
Mutations in hepcidin gene as well as in genes involved in hepcidin regulation lead to the toxic accumulation of iron in the body and exa
cerbate oxidative stress. Reactive oxygen species influence labile iron pool through the transcriptional and posttranscriptional regulation of 
ferritin gene and through the release of iron from iron-sulfur proteins and from ferritin degraded in lysosomes. Alcohol-induced oxidative 
stress down-regulates hepcidin expression, increases iron absorption and leads to the excessive accumulation of iron and oxidative damage 
in the liver.
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Budowa i funkcja białek ATP7A i ATP7B 
— ATPaz transportujących jony m iedzi

STRESZCZENIE

Organizm y żywe w ykształciły  skom plikow any  i podlegający kon tro li genetycznej sys
tem  tran sp o rtu  i m etabolizm u m iedzi. K luczow ą role w  organizm ie w  u trzym an iu  ho 

m eostazy m iedzi zajm ują  b iałka  ATP7A i ATP7B. Są to ATPazy typu  P, k tóre w  sw oim  cyklu  
katalitycznym  transportu ją  jony m iedzi poprzez b łony w ykorzystując energię pochodzącą z 
hydro lizy  ATP. Badania w  ostatnich latach przyniosły  w iele now ych i ciekaw ych in form acji 
dotyczących budow y, syntezy oraz p rzeb iegu  cyklu katalitycznego b iałek  ATP7A i ATP7B. 
Białka te w  kom órce zlokalizow ane są w  aparacie G olgiego, a ich funkcją  jest u trzym an ie  
stałego stężenia jonów  m iedzi w  organizm ie poprzez usuw an ie  nadm iaru  tego p ierw iastka  z 
kom órek  lub  przyłączanie jonów  m iedzi do b iałek  enzym atycznych. B iałka ATP7A i ATP7B 
syntetyzow ane są we w szystk ich  kom órkach organizm u. Uczestniczą one w e w ch łan ian iu  
jonów  m iedzi z pokarm u, w ydalan iu  nadm iaru  m iedzi do żółci i u suw an iu  jej z organ izm u 
oraz transporcie m iedzi do m ózgu a w  organizm ie m atki w przekazyw aniu  jonów  m iedzi 
do rozw ijającego się p łodu  i w ydzielan iu  ich do m leka w  okresie laktacji. S tw ierdzono rów 
nież, że b iałka  te m ogą przyczyniać się do pow staw ania  lekooporności w  przeb iegu  leczenia 
chorób now otw orow ych. Z aburzen ia  funkcji tych b ia łek  w yw ołane m utacją w kodujących je 
genach prow adzą do ciężkich chorób m etabolicznych (choroba M enkesa i choroba W ilsona).

WPROWADZENIE -  MIEDŹ, PIERWIASTEK NIEZBĘDNY I GROŹNY

Pozytywny w pływ miedzi na organizm człowieka znany jest od dawna. Już 
starożytni Egipcjanie, Grecy i Rzymianie doceniali bakteriobójcze właściwości 
tego metalu. Jednakże dopiero w XIX wieku naszej ery odkryto, że miedź jest dla 
organizmu człowieka niezbędnym  składnikiem pokarm ow ym  biorącym udział 
w metabolizmie żelaza oraz procesach krwiotwórczych. Przez kolejne lata rosła 
wiedza na temat tego pierwiastka i jego funkcji w organizmie. Stało się też ja
sne, że jest on istotny dla działania wielu kluczowych enzymów [1], Miedź jest 
niezbędna dla prawidłowego funkcjonowania wszystkich organizmów eukario
tycznych, ponieważ bierze udział w procesach biologicznych takich jak: odd y 
chanie komórkowe, metabolizm żelaza, usuwanie wolnych rodników, tworzenie 
tkanki łącznej oraz jest istotna dła odpowiedniej pracy układu nerwowego [2].

Udział miedzi w wielu podstawowych ścieżkach metabolicznych zw iąza
ny jest z jej szczególnymi właściwościami chemicznymi, ponieważ może ona 
występować zarówno w stanie utlenionym Cu2+ jak i zredukow anym  Cu+ [3]. 
Miedź w organizmie występuje głównie w  kompleksach z białkami bądź am i
nokwasami, które wiążą jej zredukow aną formę i te zaangażowane są głównie w 
transport i utrzym ywanie homeostazy tego pierwiastka. W wielu enzym ach jak 
na przykład oksydaza cytochromu c (wytwarzanie energii przez mitochondria), 
dysm utaza ponadtlenkowa (przeciwutleniacz), oksydaza lizylowa (tworzenie 
kolagenu i elastyny), p-monooksygenaza dopam iny (tworzenie neuroprzekaź- 
ników), ceruloplazmina (transport żelaza) miedź w ystępuje w  obydw u formach 
i pełni rolę kofaktora. Funkcja białek wiążących utlenioną formę miedzi jest 
dotychczas nieznana [4,5]. Badania prow adzone na myszach laboratoryjnych 
wykazują zaburzenia w metabolizmie miedzi (Atp7bv~) pokazały, że pierwiastek 
ten bierze również udział w  biosyntezie kwasów tłuszczowych i w ęglow oda
nów, co sugeruje wysoką wrażliwość biosyntezy lipidów na zmiany w stężeniu 
jonów miedzi i zaangażowanie tego pierwiastka w metabolizmie lipidów. Mogą 
wskazywać na to także wynki badań, w których suplementacja miedzią porowa- 
dziła do zmniejszenia poziomu triglicerydów, cholesterolu i LDL w osoczu [6],

W spomniane właściwości oksydoredukcyjne miedzi mają niestety także ne
gatywny aspekt, ponieważ jony tego metalu mogą uczestniczyć w reakcjach 
oksydoredukcyjnych, które są źródłem rodników hydroksylowych. Tak pow sta
łe cząsteczki powodują uszkodzenia lipidów, białek i DNA. Większość rodn i
ków hydroksylowych in vivo pochodzi z reakcji Fentona, czyli rozpadu nadtlen 
ku w odoru w reakcji z metalami [7]:
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C u+ + H 2C Ą C u2+ + *OH + OH

Obecnie jest to bardzo aktualny problem, ponieważ w 
organizmie proces ten może nasilać się w obecności jonów 
kadm u. Wzrastające zanieczyszczenie kadm em  powoduje, 
że pierwiastek ten zastępując miedź w wielu cytoplazma- 
tycznych i błonowych białkach zwiększa poziom wolnych 
bądź schelatowanych jonów tego metalu, tym samym 
uczestnicząc w stresie oksydacyjnym inicjowanym reakcją 
Fentona [8].

TRANSPORT MIEDZI W ORGANIZMIE

M iedź jest mikroelementem występującym powszech
nie w  pożywieniu, a dzienna zalecana daw ka (RDA) tego 
pierwiastka wynosi od 0,9 mg do 1,35 mg [9,10], Około 15% 
całej miedzi z pokarm u jest przyswajane, natomiast zdecy
dow ana większość tego pierwiastka zostaje w ydalona z or
ganizm u [11]. Ponieważ miedź w nadm iernym  stężeniu jest 
szkodliwa dla organizmu, głównie poprzez generowanie 
wolnych rodników, istnieją odpowiednie mechanizmy m a
jące na celu regulację absorpcji, transportu i usuw ania tego 
pierwiastka w celu zachowania odpowiedniej homeostazy.

Miedź jest absorbowana z pokarm u w jelicie cienkim, 
skąd trafia do krwiobiegu, gdzie w  osoczu łączy się z białka
mi, peptydam i i aminokwasami, między innymi album ina
mi, glutationem i histydyną [12]. W tej postaci miedź wraz 
z krwią rozprow adzana jest po całym organizmie. Jednak 
głównym  organem odpowiedzialnym  za metabolizm mie
dzi jest wątroba. To właśnie wątroba gromadzi najwięcej 
tego pierwiastka [11], w  tym organie miedź jest przyłączana 
do syntetyzowanych białek (ceruloplazmina, metalotione- 
ina), a następnie ponownie trafia bezpośrednio do krwio
biegu. Do nerek miedź dociera wraz z krwią, w  procesie 
filtracji kłębuszkowej pierwiastek ten trafia do przesączu 
pierwotnego, jednak ponownie w kanalikach proksymal- 
nych ulega reabsorpcji i trafia do krwiobiegu. Tylko 2% mie
dzi usuw ane jest wraz z moczem. To wątroba bierze udział 
w  usuw aniu  nadm iaru jonów miedzi z organizmu. Miedź 
w ydzielana jest do syntetyzowanej w  wątrobie żółci i w y
dzielana razem z nią do przew odu pokarmowego. Jest to 
główna droga usuwania miedzi z organizmu, w  ten sposób 
usuw ane jest 98% tego metalu [11,13].

Jak już wspomniano, miedź z wątroby wydzielana jest do 
krwi w  kompleksie z ceruloplazminą, kompleks ten stano
wi 65-70% miedzi w osoczu i pełni rolę głównego czynnika 
utrzymującego homeostazę tego pierwiasta w  organizmie, 
resztę (12-18%) stanowią głównie albuminy [14,15] lub inne 
białka np. transkuperyna, która jest zaliczana do makro- 
globulin [16]. W spomniane kompleksy miedzi z białkami i 
aminokwasami uczestniczą nie tylko w transporcie miedzi 
w  organizmie. Chelatowanie i sekwestracja jonów metali 
w  nieaktywne kompleksy jest popularnym  mechanizmem 
unieczynniania toksycznych jonów. Większość tych mecha
nizm ów jest niespecyficzna i działa na jony różnych m eta
li, poprzez zahamowanie importu tych jonów do komórki, 
bądź też ich unieczynnienie w  macierzy zewnątrzkomórko- 
wej, tak by nie mogły podlegać absorpcji [17].

POBIERANIE MIEDZI PRZEZ KOMÓRKĘ

Transport miedzi na poziomie kom órkowym  jest skom
plikowanym  procesem a pierwsze badania tego mechani
zm u przeprow adzane były na bakterii Enterococcus hirae, a 
w  odniesieniu do organizmów eukariotycznych na droż
dżach Saccharomyces cerevisae [18]. Za pobieranie miedzi 
przez komórkę odpowiedzialne są białka zaliczane do 
rodziny transporterów miedzi (Ctr). Jedno z białek nale
żących do wspomianej grupy, C trl, jest syntetyzowane w 
komórkach ssaków w dużych ilościach w jelicie, wątrobie, 
nerkach i sercu, natomiast niska synteza zachodzi w  tkan
kach m ózgu i mięśniach [19]. Białko to zbudow ane jest z 
190 reszt aminokwasowych i tworzy w budow any w  błonę 
hom otrim er umożliwiający powstanie kanału dla jonów 
miedzi. Badania wykazują również, że białko C trl ulega 
potranslacyjnej modyfikcji poprzez glikozylację [19]. Me
chanizm transportu miedzi poprzez błony biologiczne nie 
jest dokładnie poznany. Aktualny model zakłada, że C trl 
oddziałuje ze zredukow aną a nie utlenioną formą miedzi, 
która jest powszechna w  środowisku zewnątrzkomórko- 
wym. W ymaga to wcześniejszego działania m etałoreduktaz 
o wysokim powinowactwie do miedzi, znajdujących się na 
przykład na powierzchni błony komórkowej [2], Transport 
miedzi przez kanał w  obrębie C trl nie w ym aga nakładów 
energii ze strony ATP, a opiera się na zmianach konforma- 
cyjnych w białku. Kluczową rolę dla funkcjonowania całego 
procesu odgryw a zachowany w ewolucji motyw MX-X-XM 
(gdzie X to reszta dowolnego aminokwasu) w drugiej do 
menie transbłonowej oraz zewnątrz- i w ew nątrzkom órko
we domeny posiadające miejsca wiązania miedzi. Pozwala
ją one białku hC trl na stabilne związanie dwóch jonów C u+ 
za pomocą trzech koordynacyjnych mostków Cu-S [2,20].

Obecnie przypuszcza się, że C trl nie jest jedynym trans
porterem  miedzi. Badania wykazały, że w  komórkach jelita 
syntetyzowany jest transporter dwuwartosciowych jonów 
metali DMT1 (ang. divalent metal transporter), który w ykazu
je mniejsze powinowactwo także do innych metali, w tym 
miedzi [21]. Być może jest to główny transporter miedzi w 
komórkach jelita, gdyż jego synteza jest zależna od ilości 
tego pierwiastka dostępnej w  pożywieniu. Nie obserwowa
no podobnej zależności w syntezie hC trl w hodowanych in 
vitro komórkach jelita. Jest też bardzo praw dopodobne, że 
synteza białek transportujących miedź do wnętrza kom ór
ki jest zależna od rodzaju tkanki. Świadczyć o tym mogą 
badania, w  których wykazano, że wysokie stężenie mie
dzi powoduje spadek syntezy białka hC trl w  hodowlach 
komórek nerki, a proces ten może być regulowany przez 
potranslacyjne mechanizmy oparte na endocytozie i degra
dacji w spom nianego transportera [22], W transport miedzi 
przez błonę komórkową mogą być zaangażowane inne biał
ka, jak na przykład białko prekursorowe am yloidu (APP, 
ang. amyloid precursor protein), błonowe białko, które odgry
wa główną rolę w  rozwoju choroby Alzheimera. Białko to 
posiada zewnątrzkom órkową domenę, która redukuje jony 
Cu2+. Niewiele jeszcze w iadom o na tem at roli tego białka 
w utrzym yw aniu homeostazy miedzi, być może jego głów
ną rolą jest zew nątrzkom órkową redukcja Cu2+. Proces ten 
może być bezpośrednio związany z uczestniczeniem APP w 
procesach neurodegeneracyjnych [4],
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TRANSPORT MIEDZI W OBRĘBIE CYTOPLAZMY

Miedź po przejściu przez błonę komórkową trafia do cy
toplazmy, jednak nie występuje tu w postaci wolnych jonów 
(lub występuje w tej postaci w  bardzo małych ilościach). 
W cytoplazmie pierwiastek ten jest natychmiast w ychw y
tywany przez obecne tu białka opiekuńcze (chaperoniny). 
W zależności od białka docelowego, do którego miedź ma 
być dostarczona, w procesie tym uczestniczą różne przeno
śniki [23].

Jednym z nich jest białko ATOXl (ang. antioxidant prote
in 1). Jego cząsteczka zbudow ana jest z 68 reszt aminokwa- 
sowych, białko to jest odpowiedzialne za przyłączanie mie
dzi i jej transport do szlaku sekrecyjnego aparatu Golgiego
[23]. Szczególnie silna ekspresja genu A T O X l  występuje w 
wątrobie, m ózgu i nerkach [24], Co więcej, ATOXl funkcjo
nuje jako kom ponent ścieżki chroniącej komórkę przed ne
gatywnym  w pływem  stresu oksydacyjnego [25]. Jedna czą
steczka białka przyłącza jeden jon miedzi poprzez wiązanie 
koordynacyjne do dwóch reszt cysteinowych zawartych w 
sekwencji M-X-C-X-X-C [26].

Następnym poznaną metalochaperoniną jest CCS (ang. 
copper chaperone for SOD1), białko o masie 70-kDa odpowia
dające za włączanie miedzi do dysmutazy ponadtlenkowej 
(SOD). Białko to jest homodimerem zbudowanym  z dwóch 
podjednostek o 3 funkcjonalnych domenach [23]. Domena I 
zawiera sekwencję MTC-X-X-C wiążącą miedź. Sekwencja 
C-X-X-C w domenie pierwszej, która odpowiada za wiązanie 
miedzi, została znaleziona także w ATPazach typu P trans
portujących miedź i innych metalochaperoninach z grupy 
ATOX, aczkolwiek obecność wspomnianego motywu nie jest 
wymagana dla prawidłowego działania białka CCS. Domena 
II jest wysoce homologiczna do dysmutazy ponadtlenkowej 
(SOD) i odpowiada za powstanie heterodimeru CCS-SOD, co 
ułatwia przekazanie miedzi na SOD. Jony miedzi przekazy
wane są przez reszty cysteinowe domeny III [27,28],

Dysmutaza ponadtlenkowa zlokalizowana jest głównie 
w  cytosolu komórki, ale może też występować w w ew nętrz
nej błonie mitochondrialnej. U ssaków, SOD1 aktywowana 
w cytosolu przez CCS, nie m oże już dostać się do mitochon- 
drium. W momencie aktywacji w  mitochondrium  dojrzały 
enzym jest tu zatrzym ywany [29,30], Coxl7 to kolejne małe 
białko niezbędne do funkcjonowania oksydazy cytochro- 
m u c (CCO). Jest ono zlokalizowane w cytoplazmie i prze
strzeni miedzybłolnowej m itochondrium . Jedna cząsteczka 
tego białka może transportować dw a jony miedzi, gdyż 
zawiera 6 reszt cysteinowych zgrupow anych w motywach 
C-C-X-C. Za transport miedzi do CCO u ssaków odpow ia
dają jeszcze inne chaperoniny jak: Scol, Sco2 i C ox ll. Biał
ka te zlokalizowano w wewnętrznej błonie mitochondrial
nej i praw dopodobnie pośredniczą one w przekazywaniu 
jonów miedzi do cząsteczki enzymu [3]. Do grupy białek 
związanych z transportem miedzi zaliczane jest też biał
ko COMMD1 (ang. Copper Metabolism MURR1 Domain 1), 
zwane dawniej MURR1. Białko to współpracuje z ATPazą 
transportującą jony miedzi ATP7B i uczestniczy w procesie 
sekrecji miedzi do żółci. Nie jest dokładnie znana funkcja 
tego białka. Sugeruje się jednak, że uczestniczy ono w kon
trolowaniu proteolizy białka ATP7B [31],
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ATP7A I ATP7B -  ATPazy 
TRANSPORTUJĄCE JONY MIEDZI

Jednak kluczową rolę w procesie transportu miedzi, w łą
czania tego pierwiastka do szlaku metabolicznego białek 
enzymatycznych i utrzym yw ania stałego stężenia jonów 
miedzi w  komórce spełniają dwie ATPazy typu P, które są 
ściśle związane z metabolizmem tego pierwiastka. Obecny 
artykuł poświęcony jest charakterystyce i znaczeniu tych 
białek dla prawidłowej fizjologii człowieka. Zaburzenia w 
praw idłow ym  funkcjonowaniu obydw u białek prow adzą 
do ciężkich schorzeń metabolicznych u ludzi i związane są 
głównie z mutacjami w genach kodujących ATPazy trans
portujące miedź, czyli ATP7A  oraz ATP7B, powodując od
powiednio chorobę Menkesa i chorobę Wilsona [6].

Zespół Menkesa (MD) to stosunkowo rzadko występująca 
choroba genetyczna, pojawiająca się w  Europie z częstością 
1 na 300000 żywych urodzeń [32]. Zapadają na nią głównie 
chłopcy, którzy umierają zwykle przed osiągnięciem 5 roku 
życia. Choroba ta jest spowodowana mutacją w genie ATP7A 
zlokalizowanym w chromosomie X [33], Mutacje w  obrę
bie wymienionego genu to głównie mutacje nonsensowne 
oraz mutacje zmiany sensu, ale także małe insercje i delecje. 
W spomniane mutacje mogą powodować utratę funkcji całe
go białka i /b ą d ź  też zaburzać jego prawidłową lokalizację. 
Brak właściwej funkcji białka, czyli transportu miedzi z cy
tosolu, może być z kolei spow odow ane jego niewłaściwym 
fałdowaniem, lub zaburzeniami w domenie katalitycznej 
zaangażowanej w wiązanie ATP [4], Defekt genetyczny po
woduje znaczne upośledzenie wchłaniania miedzi w  jelicie 
cienkim, skutkiem tego jest niedobór lub akumulacja tego 
pierwiastka w różnych organach. Objawy tej choroby zwią
zane są z brakiem aktywności enzymów zależnych od jo
nów miedzi i są to głównie: degeneracja układu nerwowego 
oraz uszkodzenia tkanki łącznej. Objawy nasilają się wraz 
z wiekiem prowadząc w konsekwencji do śmierci [32,33], 
Modelem zwierzęcym zespołu Menkesa są myszy z mutacją 
mottled [33,34].

Choroba W ilsona (WND), podobnie  jak choroba M en
kesa, jest au tosom alną chorobą genetyczną, zw iązaną z 
defektem  w ydalan ia  m iedzi, co p row adzi do akumulacji 
nadm iaru  tego p ierw iastka w w ątrobie, nerkach i m ó 
zgu oraz rogów ce oka, tw orząc charakterystyczny żółty 
pierścień, tzw. pierścień Kaysera-Fleischera. Pojawienie 
się pierścienia jest objawem  specyficznym dla tej choro 
by. Choroba ta jest trudna  do rozpoznania  we w czesnym  
stadium , poniew aż objawy są niespecyficzne, a są nimi 
m iędzy innym i żółtaczka i m arskość wątroby. W ystępują 
także sym ptom y neurologiczne jak depresja, sym ptom y 
przypom inające chorobę Parkinsona, dystonia, u jaw nia 
jące się dopiero  w trzeciej dekadzie  życia [35], Za chorobę 
tę odpow iadają  defekty w  białku ATP7B. Z identyfikow a
no około 300 różnych mutacji w  genie ATP7B  i są to g łów 
nie delecje, mutacje nonsensow ne oraz mutacje zw iązane 
z n iew łaściw ym  splicingiem  mRNA [6,32]. W przypadku  
choroby W ilsona, podejm ow ane są próby leczenia, które 
przy  odpow iedn io  w czesnym  zd iagnozow aniu  tego za
burzenia  dają dobre prognozy. Stosuje się kilka m etod 
terapii. Jedną z nich jest podaw anie  penicyliny, która 
tw orzy kom pleksy z m iedzią, indukując w ydalan ie  m ie
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dzi z moczem. Inną m etodą jest zaham ow anie  absorpcji 
m iedzi z p rzew odu  pokarm ow ego za pom ocą siarczku 
cynku lub obniżenie stężenia m iedzi w osoczu za pom o
cą [N H 4]2MoS4 [12]. M odelam i zwierzęcym i choroby Wil
sona są: m yszy z mutacją toksycznego mleka (ang. Toxic 
Milk Mouse), szczury LEC (ang. Long-Evnns Cinnamon) 
oraz psy rasy terier Bedlington [12].

GENY KODUJĄCE BIAŁKA ATP7A I ATP7B

Intensywne badania prow adzone na początku lat 90. 
minionego stulecia nad  schorzeniami w yw ołanym i przez 
dziedziczne zaburzenia m etabolizm u miedzi, doprow a
dziły do poznania genów kodujących ATPazy transportu 
jące jony tego pierwiastka. W roku 1993 poznano strukturę 
genu ATP7A. Odkrycia tego dokonano w tym  sam ym  cza
sie w  trzech różnych i niezależnych laboratoriach na świe
cie [36-38], Co ciekawsze, wyniki tego odkrycia opubliko
w ano jednocześnie w tym  sam ym  num erze czasopisma 
N ature Genetics. Gen ATP7A  zlokalizowano na długim  
ram ieniu chrom osom u X w pozycji Xql3. Jest to stosun
kowo duży gen obejmujący 150 kb. Sekwencje kodujące 
obejmują 23 eksony, których wielkość w aha się od 77 do 
726 bp. Kodon startowy ATG znajduje się w eksonie d ru 
gim, kodon stop TAA w eksonie 23 [39-41], W 1993 roku 
nastąpiło też odkrycie genu ATP7B [42], Gen ten u czło
w ieka kodow any jest na chromosomie 13 pozycji 13ql4.3 
i składa się z 21 eksonów. Wielkość eksonów w aha się od 
77 do 1234 bp, kodon start znajduje się w  eksonie p ierw 
szym. Stwierdzono 60% podobieństw a pom iędzy genami 
ATP7A  i ATP7B  [43]. Szerokie spektrum  działania ATPaz 
transportujących jony miedzi przyczyniło się do rozwoju 
intensywnych badań nad syntezą tych białek i kodujących 
je genów. Badania przeprow adzone na zwierzętach labora
toryjnych wykazały, że synteza ta zachodzi zarówno w ży
ciu postnatalnym jak i prenatalnym. Ekspresję genu Atp7a 
stwierdzono już u 7-dniowych zarodków  mysich [44]. 
Zaobserwowano, że w okresie życia płodow ego ekspresja 
genu Atp7a zachodzi we wszystkich tkankach rozwijające
go się organizm u [45] a obecnie gen ATP7A  jest uznaw any 
za jeden z genów m etabolizm u podstaw ow ego (ang. house
keeping gene) [46,47]. Stosując m etodę hybrydyzacji RN A 
in situ Kuo i w spółpracownicy odkryli, że już u 9,5-dnio- 
wych zarodków  myszy zachodzi ekspresja obydw u genów 
Atp7a i Atp7b [45]. S tw ierdzono również, że w  życiu po
stnatalnym  w większości tkanek zachodzi ekspresja oby
dw u genów, jednak poziom  ekspresji jest różny i zależny 
od rodzaju tkanki, jak również od wieku danego osobnika. 
Ekspresja genu ATP7A  jest szczególnie wysoka w nerkach, 
mózgu, jelicie cienkim oraz w komórkach nabłonka naczyń 
krwionośnych [47-51]. Gen ATP7B ma szczególnie wysoką 
ekspresję w  w ątrobie i m ózgu [39,40,52], natom iast w p łu 
cach jego ekspresja jest stosunkow o niska [52], Dotychczas 
panowała opinia, że w wątrobie w życiu postnatalnym  u 
ssaków genu ATP7A  nie ulega ekspresji [45,53,54], jednak 
wyniki badań prow adzonych na myszach pozwoliły na 
identyfikację produktów  genu ATP7A  na poziomie mRNA 
i na poziomie białka. Co więcej, stw ierdzono, że poziom 
ekspresji ściśle zależy od wieku badanych osobników i 
tak, u now orodków  i bardzo m łodych zwierząt, ekspresja 
ta jest bardzo wysoka, natom iast u osobników dorosłych 
ulega znacznem u obniżeniu [55].

JAK ZBUDOWANE SĄ ATPazy 
TRANSPORTUJĄCE JONY MIEDZI

Występujące w komórkach ssaków ATPazy transportujące 
kationy miedziowe należą do grupy ATPaz typu P1B. Białka 
należące do tej grupy transportują jony metali ciężkich, ta
kie jak Cu+, Cu2+, Cd2+, Co2+, Pb2+, czy Zn2+, a w swoim cyklu 
katalitycznym wykorzystują energię pochodzącą z hydroli
zy ATP [56]. Białka ATP7A i ATP7B wykazują bardzo wiele 
cech wspólnych w budowie cząsteczki, tak że w obecnym 
artykule omówiona będzie ogólnie budow a ATPaz trans
portujących jony miedzi z podkreśleniem specyficzności da
nego białka. Podobieństwo między tymi białkami nie koń
czy się na zbliżonym planie budowy, bowiem stwierdzono, 
że na poziomie sekwencji reszt aminokwasowych białka te 
wykazują prawie 60% homologii [43], Zarówno ATP7A jak 
i ATP7B są białkami transbłonowymi. W komórkach biał
ka te zlokalizowano w cysternach trans aparatu Golgiego, 
oraz w zależności od stężenia jonów miedzi w komórce, w 
błonie komórkowej oraz w cytoplazmie (w pęcherzykach 
klatrynowych) [40,52,57]. ATP7A jest białkiem o masie 
cząsteczkowej 175-180 kDa złożonym z 1500 reszt am ino
kwasowych, zaś cząsteczka ATP7B o masie cząsteczkowej 
165 kDa zbudow ana jest z 1465 reszt aminokwasowych. 
Obydwie ATPazy są pojedynczymi polipeptydami, jednak 
w  przeciwieństwie do ATP7A, białko ATP7B nie ulega pro 
cesowi glikozylacji [48], Łańcuchy aminokwasowe obydw u 
białek 8-krotnie przechodzą przez błonę, tworząc 4-hydro- 
filowe, zanurzone w cytosolu domeny oddzielone od siebie 
odcinkami transbłonowymi (Ryc. 1). Ten plan budowy jest 
zachowany w ewolucji i charakterystyczny dla wszystkich 
ATPaz typu P. Domeny transm em branowe (ang. TMS- 
transmembrane segments) nie tylko decydują o błonowej loka
lizacji białka, ale również tworzą kanał dla transportu jonów 
metalu. Sekwencje niezbędne dla zajścia tego procesu zna
leziono w trzech różnych domenach transmembranowych. 
TSM 6 zawiera sekwencje reszt aminokwasowych C-P-C, 
która jest zachowana w ewolucji i występuję we wszystkich 
ATPazach typu P. Ponadto w TMS 7 sekwencje N-Y oraz 
sekwencja M-X-X-S (X — reszta dowolnego aminokwasu) 
w TMS 8 uw ażane są za niezbędne dla transportu jonów 
miedzi przez błony białkowo-lipidowe [40,58,59]. Wśród 
dom en hydrofilowych budujących cząsteczki omawianych 
ATPaz, możemy wyróżnić 6 dom en wiążących jony miedzi; 
domenę wiążącą ATP, domenę A w ażną dla aktywności 
fosfatazy i zmian konformacyjnych w czasie cyklu katali
tycznego oraz domenę obejmującą część C-terminalną biał
ka, bardzo istotną dla prawidłowego transportu cząsteczki 
w obrębie cytoplazmy (Ryc. 1). Domeny wiążące kationy 
metalu, zlokalizowane w N-końcowej części cząsteczki, 
ułożone są szeregowo. Każda z nich zbudow ana jest z oko
ło 70 reszt aminokwasowych [52] i zawiera zachowaną w 
ewolucji sekwencję reszt aminokwasowych HC-X-X-C-X-X- 
X-IE, która pozwala na związanie jednego kationu miedzi. 
Analiza rentgenograficzna wykazała, że miedź przyłączana 
jest do reszt cysteiny w formie zredukowanej Cu+ [40,56,60]. 
Badania przeprow adzone z użyciem metody magnetycz
nego rezonansu jądrowego oraz badania krystalograficzne 
pozwoliły na dokładną analizę budow y każdej z dom en 
[40,56,61], Badania wykazały, że pom im o podobnej funkcji 
jaką pełnią, dom eny te różnią się znacznie składem reszt 
aminokwasowych i nie są równocenne pod względem peł-
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Rycina 1. Schemat budow y ATPazy transportującej jony miedzi. Zarów no 
ATP7A jak i ATP7B są białkami transbłonowym i. D om eny transbłonow e mocują 
białko w błonie aparatu  Golgiego, a równocześnie dzięki unikatowej sekwencji 
reszt am inokw asów  (CPC- dom ena 6, YN-dom ena 7 i MXXS — dom ena 8) um oż
liwiają transport jonów przez błonę. N-końcowa część białka zaw iera 6 hydrofi- 
lowych dom en  wiążących kationy metalu. Pozostałe hydrofilow e dom eny biorą 
udział w  cyklu katalitycznym  białka przyłączając cząsteczkę ATP (subdom ena 
N). U w alniana w  procesie hydrolizy ATP reszta fosforanowa przyłączana jest 
do sekwencji DKTG w obrębie subdom eny P. D om ena A opow iedzialna jest za 
proces defosforylacji cząsteczki ATPazy. C-końcowa część cząsteczki białka jest 
opow iedzialna za praw idłow y transport białek w  cyklu katalitycznym . Fragm ent 
ten zaw iera sekwencję złożoną z trzech reszt leucyny w p rzypadku  białka ATP7B 
i z dw óch reszt leucyny w  przypadku  ATP7A w arunkującą w łaściwy transport 
białka w kom órkach o budow ie spolaryzowanej (ATP7A do błony podstaw no- 
bocznej, ATP7B do błony wierzchołkowej), oraz transport pow rotny białka na 
drodze endocytozy do aparatu  Golgiego.

nionej funkcji. Analiza sekwencji N-końcowej białka ATP7B 
pokazała że domeny od 1 do 4 (charakterystyczne tylko dla 
komórek ssaków) nie są konieczne dla aktywności białka. 
Białko pozbawione tego odcinka nie tylko zachowuje moż
liwość transportu transbłonowego, ale utrata tego odcinka 
wręcz zwiększa szybkość hydrolizy i przyłączania ATP, co 
sugeruje, że domeny te mogą pełnić w  cząsteczce funkcje 
autoinhibitorów [40], Jednak istnieją sugestie, że to w ła
śnie dom eny 1-4 oddziałują z białkiem ATOXl i do nich w 
pierwszej kolejności przyłączane są jony miedzi [60,62,63], 
Odkryto, że w białku ATP7A są to właśnie domeny 1 i 4. 
Ta ostatnia, wiążąca kationy metalu, reaguje bezpośrednio 
z ATOXl[64], natomiast w ATP7B największe powinowac
two do ATOXl ma domena 4, a nieco mniejsze dom ena 2
[40]. Domeny 5 i 6 zlokalizowane bliżej części transbłonowej 
cząsteczki okazały się być bardzo istotne dla zachowania 
zdolności katalitycznej białka [40,56,65]. Badania z użyciem 
m etody ukierunkowanej m utagenezy wykazały, że brak 
fragmentu zawierającego obydw ie dom eny (5 i 6) prow a
dzi do utraty aktywności zarów no przez białko ATP7A jak 
i białko ATP7B. Jeżeli jednak usunięto tylko jedną ze w spo
mnianych domen, białka zachow yw ały aktywność. Stwier
dzono ponadto w  przypadku obydw u ATPaz brak oddzia
ływania pomiędzy domenami 5 i 6 a białkiem ATOXl, na
tomiast przypuszcza się, że te dom eny pełnią funkcję regu
latorową oddziałując z transbłonowymi odcinkami białka, 
co wpływ a na powinowactwo dom en transbłonowych do 
jonów miedzi [48,65].

Pomiędzy 6 i 7 domeną transbłonową znajduje się zbu
dow ana z 235 reszt aminokwasowych dom ena wiążąca 
ATP [39]. Jest to zachowany w ewolucji element w  budowie 
ATPaz transportujących jony miedzi. Można go znaleźć za
równo w ATPazach bakteryjnych, jak i w  om awianych biał
kach ATP7A i ATP7B człowieka. W obrębie tej dużej dom e

ny można wyróżnić dwie mniejsze subdomeny: subdomenę 
wiązania nukleotydów (subdomena N) oraz subdomenę 
fosforylacji (subdomena P) zaangażowaną bezpośrednio w 
wiązanie ATP (Ryc. 1) [48,56], W cyklu katalitycznym białka 
dochodzi do oddziaływania pomiędzy tymi subdomenami. 
Cząsteczka ATP przyłączana jest najpierw do subdomeny 
N, co prow adzi do zmiany konformacji cząsteczki białka, a 
następnie jego fosforylacji w obrębie subdom eny P. Dokład
na analiza sekwencji białek ATP7A i ATP7B wykazała obec
ność reszt aminokwasowych niezbędnych dla przeprow a
dzenia tego procesu. W białku ATP7A są to reszty: E w po
zycji 1081, H  w pozycji 1086, G w pozycji 1126, G w pozycji 
1128 i G w pozycji 118. Natomiast w białku ATP7B niezbęd
ne są reszty: E w pozycji 1064, H  w pozycji 1069, G w  pozy
cji 1101 i G w  pozycji 1149 [40,66,67], Domena P zawiera
jąca zachowaną w ewolucji sekwencję reszt aminokwasów 
DKTG oraz GD-X-X-D jest miejscem, w którym dochodzi 
do przyłączenia reszty fosforanowej z ATP do cząsteczki 
ATPazy na drodze w ytworzenia wiązania kowalencyjnego 
pomiędzy resztą kwasu asparaginowego (pochodzącego z 
sekwencji DKTG) a resztą fosforanową uwolnioną podczas 
hydrolizy ATP [40,48].

Hydrofilowa domena A zlokalizowana jest pomiędzy 4 
a 5 domeną transbłonową (Ryc. 1). Odcinek ten złożony jest 
ze 135 reszt aminokwasowych i tworzy pętlę zanurzoną w 
cytoplazmie [39,48]. Jest to zachowany w ewolucji motyw 
charakterystyczny dla wszystkich ATPaz typu P. Domena 
ta zawiera zachowaną w ewolucji sekwencję reszt amino
kwasowych TGE, która jest niezbędna dla przeprow adze
nia reakcji defosforylacji białka [22], Szczególną rolę pełni 
tu reszta Glu. Mutacja w rejonie TGE powoduje, że białko 
cały czas jest ufosforylowane i prowadzi nieprzerwanie 
proces transportu jonów bez względu na stężenie kationów 
miedziowych w komórce [22,56,59]. Jak się okazało, rola 
tej domeny nie ogranicza się tylko do udziału w procesie 
defosforylacji, bierze ona też aktywny udział w transporcie 
jonów miedzi przez błonę plazmatyczną. Domena ta może 
wykonywać ruch rotacyjny, co umożliwia dom enom  trans- 
błonowym przeprow adzenie reakcji transportu jonów me
talu przez błonę [68],

C-końcowa dom ena obydw u białek: ATP7A i ATP7B 
również zanurzona jest w  cytoplazmie. Jest to domena 
zbudow ana z około 90 reszt aminokwasowych i zawiera 
sekwencje niezwykle ważne dla transportu tych białek. W 
białku ATP7A w pozycji 1487-1488 znaleziono dileucynową 
sekwencję odpowiadającą za transport powrotny białka z 
błony komórkowej do aparatu Golgiego [48,52,69]. Okaza
ło się też, że sekwencja ta nie tylko w arunkuje recylkulację 
białka, ale w  komórkach o budow ie polarnej odpow iada 
również za kierowanie białka ATP7A do błony podstaw- 
no-bocznej w czasie tranportu z aparatu Golgiego do bło
ny komórkowej. Badania prow adzone ze zm utow aną for
mą białka, w  którym doszło do insercji dodatkowej reszty 
alaniny w obrębie m otyw u dileucynowego w komórkach 
linii MDCK wykazały, że białko ATP7A transportowane 
było błędnie do błony wierzchołkowej [46,52,70]. W białku 
ATP7B podobną funkcję spełnia trileucynowa sekwencja 
LLL znaleziona w pozycji 1454-1456. Również w tym przy
padku sekwencja ta warunkuje recylkulację białka do apa
ratu Golgiego. W komórkach, w których doszło do mutacji
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genu ATP7B, w wyniku której jedna z reszt leucyny zastą
piona została przez resztę alaniny, zaobserwowano brak 
transportu  powrotnego tego białka [46,48,71] Sekwencja 
LLL warunkuje również praw idłow y wydzielniczy trans
port białka ATP7B do błony wierzchołkowej w  komórkach 
o budow ie polarnej [46,48,59,72]. Oprócz om awianego tutaj 
m otyw u dileucynowego C-końcowa dom ena białka ATP7A 
zawiera również dodatkow ą sekwencję odpowiadającą za 
praw idłow y transport. Jest to sekwencja DTAL znajdująca 
się pozycji 1497-1500 i kończąca łańcuch am inokwasowy 
białka ATP7A. Przypuszcza się, że jej obecność umożliwia 
oddziaływ anie pomiędzy ATP7A a niskocząsteczkowym 
białkiem AIPPI (ang. ATPase-interacting PDZ protein), co z 
kolei stanowi sygnał do transportu ATP7A w  kierunku bło
ny podstawno-bocznej w komórkach o budow ie spolaryzo
wanej [40,48,52,73], W białku ATP7B znaleziono również 
dodatkow ą sekwencję warunkującą jego transport do błony 
wierzchołkowej w  komórkach o budow ie spolaryzowanej. 
Sekwencja ta, złożona z 63 reszt aminokwasowych, znajduje 
się w N-końcowej części cząsteczki w rejonie poprzedzają
cym pierwszą domenę wiążącą kationy miedzi i jest charak
terystyczna tylko dla ATP7B [57,71,72],

PRZEBIEG I REGULACJA CYKLU KATALITYCZNEGO

Cykl katalityczny białek ATP7A i ATP7B jest ściśle zw ią
zany z ich budow ą i polega na transporcie jonów miedzi 
przez błonę. Energia potrzebna dla zajścia tej reakcji pocho
dzi z hydrolizy cząsteczki ATP. Cykl ten ma taki sam  prze
bieg w przypadku obydw u białek i składa się z pięciu nastę
pujących po sobie reakcji. W pierwszym etapie jony miedzi 
przyłączane są do dom en wiążących jony metalu zlokalizo
wanych w N-końcowej części cząsteczki. Następne etapy to 
przyłączenie cząsteczki ATP do hydrofilowej subdom eny 
N, hydroliza ATP i ufosforylowanie białka w obrębie sub 
dom eny P. Energia wytworzona w tym etapie pozw ala na 
transport jonów przez błony w obrębie dom eny transbłono- 
wej. W kolejnym etapie następuje defosforylacja białka przy 
udziale dom eny A [48,57,66]. Jak już w spom niano wcze
śniej, m iedź jest pierwiastkiem niesłychanie reaktyw nym  i 
dlatego w komórkach jony miedzi nie mogą występow ać w 
postaci wolnej, ale muszą być połączone z odpow iednim i 
białkami. Specyfika transportu w przypadku ATPaz trans
portujących kationy Cu w porównaniu z innymi ATPazami 
typu P polega na tym, że nie wytwarzają one gradientu stę
żenia transportow anych jonów tak jak to jest w  p rzypadku 
ATPazy wapniowej lub ATPazy sodowo-potasowej. Białka 
ATP7A i ATP7B w czasie cyklu katalitycznego są pośredni
kiem przekazującym jon otrzymany od cząsteczki donora, 
w  tym przypadku białka ATOXl, do cząsteczki akceptora 
np. zależnego od jonów miedzi enzymu lub innej cząstecz
ki o charakterze metaloproteiny [56]. Porównanie kinetyki 
cyklu katalitycznego wykazało, że proces transportu jonów 
jak i reakcje cząstkowe w opisanym cyklu przebiegają szyb
ciej w przypadku białka ATP7A [48,74], Zidentyfikowano 
rów nież szereg czynników wpływających na szybkość cy
klu katalitycznego. Najważniejszym z nich jest stężenie jo
nów  miedzi w  komórce. Innym poznanym  czynnikiem jest 
odczyn środowiska reakcji: przy obniżeniu pH  do wartości 
poniżej 7 dochodzi do znacznego zwiększenia szybkości 
reakcji białka ATP7B [75]. Wynik taki może wskazywać, 
że zmiany pH  w obrębie różnych przedziałów w komórce
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mogą wpływać na szybkość transportu jonów [48]. Bar
dzo istotną rolę w procesie katalitycznym odgrywają rów 
nież białka oddziałujące z ATPazami. Jak już wspom niano 
wcześniej, ATOXl jest białkiem z grupy metalochaperonin i 
głównym dostawcą jonów Cu+ dla białek ATP 7A  i ATP7B. 
Jedna cząsteczka białka ATOXl zawiera jeden atom miedzi 
przyłączony poprzez wiązanie koordynacyjne do dwóch 
reszt cysternowych [26]. Przypuszcza się, że białko ATOXl 
również spełnia pośrednio rolę regulatora cyklu. W edług 
teorii proponowanej przez Arguello i Gonzalez Guerre- 
ro dom eny 1-4 wiążące kationy metalu przy braku jonów 
miedzi oddziałują z subdom eną N (wiążącą ATP). Zabloko
w ana subdom ena N nie wiąże ATP, co blokuje możliwość 
przeprow adzenia reakcji transportu. W momencie, gdy 
białko ATOXl dostarczy jony miedzi do ATPazy, domeny 
1-4 przyłączają kationy metalu i następuje odblokowanie 
subdom eny N. Umożliwia to przyłączenie cząsteczki ATP 
i kontynuację cyklu katalitycznego [48,59,76], Okazało się, 
że dla prawidłowego przebiegu cyklu niezbędna jest tak
że obecność związków o charakterze reduktorów  takich 
jak glutaredoksyna. Białko to jest enzym em  należącym do 
grupy oksydoreduktaz białkowo-disulfidowych a działanie 
jego polega na przyw racaniu grup tiolowych białek do po
staci zredukowanej. W przypadku omawianych ATPaz pro 
ces ten zapobiega utlenianiu grup tiolowych wchodzących 
w skład sekwencji MCX-XC w N-końcowych domenach 
wiążących kationy miedzi, gdyż przyłączanie jonów miedzi 
możliwe jest tylko do formy zredukowanej [40,59].

Dlaczego białka ATP7A i ATP7B są niezbędne dla pra 
widłowego funkcjonowania zależnych od jonów miedzi en
zymów?

G łów ną rolą białek ATPaz transportu jących jony Cu 
jest u trzym anie  stałego stężenia jonów  m iedzi w o rga 
nizm ie poprzez  u suw anie  nadm iaru  tego pierw iastka 
z kom órek, jednak rów nie w ażną funkcję spełniają one 
transportu jąc  jony do tych obszarów  kom órki, w  k tó 
rych zostaną przyłączone do białek zależnych od miedzi. 
Czynnikiem  regulującym  cykl katalityczny tych ATPaz 
jest stężenie jonów  m iedzi w komórce. W przypadku , 
gdy stężenie to nie w ykracza poza poziom  fizjologicz
ny, zarów no białko ATP7A jak i ATP7B znajduje się w 
cysternach trans ap a ra tu  Golgiego. W organellum  tym 
zachodzi proces potranslacyjnej obróbki białek zaw iera 
jących w sw oim  składzie kationy m iedzi. Białko ATP7A 
uczestniczy we w łączaniu  jonów  m iedzi do apo-tyrozy- 
nazy, która jest n ieak tyw ną form ą enzym u tyrozynazy. 
Tyrozynaza zaw iera w  sw oim  centrum  aktyw nym  dw a 
atom y m iedzi i jest enzym em  biorącym  udział w procesie 
m elanogenezy, poprzez  katalizow anie procesu p rzem ia 
ny am inokw asu  ty rozyny do 1,3,4-dihydroksyfenyloala- 
niny (DOPA), a następn ie  u tleniania DOPA do DOPA
chinonu. Potw ierdziły  to badania  p rzep row adzone  na 
kom órkach pochodzących od ludzi z m utacją w genie 
ATP7A  (choroba M enkesa). Ponadto  stw ierdzono, że u 
pacjentów takich w ystępują  zaburzenia  w pigm entacji 
skóry i w łosów  [77]. N astępnym  enzym em  zależnym  od 
jonów  m iedzi jest oksydaza lizylowa. O bróbka potransla- 
cyjna tego białka, rów nież  zachodzi w  aparacie Golgiego 
i przebiega przy  udziale  białka ATP7A. O ksydaza lizylo
wa p row adzi reakcję deam inacji oksydacyjnej lizyny, co z
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kolei jest krokiem  prow adzącym  do w ytw orzenia  w iązań 
sieciujących w cząsteczkach kolagenu i elastyny w aru n 
kujących odporność m echaniczną tkanki łącznej [40]. U 
pacjentów z chorobą M enkesa w ystępuje obniżenie ak 
tywności oksydazy lizolowej, co p row adzi do licznych 
n iepraw idłow ości w budow ie  skóry, szkieletu i naczyń 
krw ionośnych [33], M onooksydaza peptydylo-glicylo- 
alfa-am idow a (PAM) jest następnym  enzym em , który w 
sw oim  składzie zaw iera atom y miedzi. Podobnie jak w 
p rzypadku  wyżej w ym ienionych białek enzym atycznych, 
obróbka potranslacyjna PAM zachodzi w  aparacie Gol- 
giego przy  w spółudziale  białka ATP7A. PAM jest enzy
m em  n iezbędnym  dla praw idłow ej syntezy neuropepty- 
dów. Bierze on udział w potranslacyjnej obróbce tych bia
łek katalizując reakcje alfa-amidacji. Znaczne obniżenie 
aktyw ności PAM obserw ow ano u m yszy laboratoryjnych 
z m utacją w  genie Atp7a. P rzypuszcza się, że zaburzenia 
neurologiczne występujące u pacjentów z chorobą M en
kesa rów nież zw iązane są m iędzy innym i z obniżeniem  
aktyw ności PAM [78, 40]. W kom órkach w ątroby białko 
ATP7B dostarcza jony Cu n iezbędne dla syntezy cerulo- 
p lazm iny, białka w iążącego i transportu jącego kationy 
m iedzi w organizm ie. Jedna cząsteczka ceruloplazm iny 
w iąże 6 atom ów  miedzi. S tw ierdzono, że około 70% m ie
dzi w osoczu zw iązane jest w łaśnie z ceruloplazm iną i 
w takiej form ie transportow ane  z krw ią do tkanek i n a 
rządów . Przyłączenie a tom ów  m iedzi do ceru loplazm i
ny jest rów nież elem entem  potranslacyjnej obróbki tego 
białka i zachodzi w struk tu rach  apara tu  Golgiego. Liczne 
badania  szczurów  z m utacją w genie Atp7b oraz wyniki 
analiz m ateriału  pobranego od pacjentów z chorobą W il
sona (spow odow anej m utacją w  genie ATP7B) po tw ier
dzają n iezbędność białka ATP7B w procesie dojrzew ania 
cząsteczki apo-cerulopazm iny [79,80],

Białka ATP7A i ATP7B regulują stężenie miedzi w ko
m órkach oraz są niebędne w wielu ważnych procesach za
chodzących w organizmie

W przypadku, gdy stężenie jonów miedzi w  komórce 
wzrasta, osiągając niebezpiecznie wysoki poziom, rolą bia
łek ATP7A i ATP7B jest przywracanie ich stężenia fizjolo
gicznego. Proces ten zachodzi na drodze transportu biał
ka w pęcherzykach klatrynowych do błony komórkowej 
i usunięcia nadm iaru  miedzi z komórki. Po raz pierwszy 
transport taki obserwowano w przypadku białka ATP7A w 
komórkach linii CHO [81]. Należy też podkreślić, że w ięk
szość informacji o transporcie miedzi w komórce uzyskano 
właśnie w  trakcie badań nad białkiem ATP7A. Fizjologiczne 
stężenie jonów miedzi w osoczu wynosi od 15 do 20 pM. 
W badaniach nad lokalizacją i transportem  białka ATP7A 
w ykorzystuje się zwykle komórki hodow ane w m edium  
zawierającym dodatkowo 189-200 pM miedź. Jest to stęże
nie o wiele wyższe od fizjologicznego; w  tych w arunkach 
w ykryto badane białko zarówno w aparacie Golgiego, jak i 
w  cytoplazmie komórki (pęcherzyki), a także w budow ane 
w błonę cytoplazmatyczną komórki. Wyniki te wskazują 
jednoznacznie, że nadm iar miedzi usuw any jest z kom ór
ki na drodze egzocytozy. Stwierdzono, że dochodzi do 
fuzji pom iędzy błoną cytoplazmatyczną a błoną pęcherzy
ków transportujących białko i usunięcia kationów miedzi 
z komórki. Następnie białko na drodze endocytozy wraca 
z pow rotem  do aparatu Golgiego [48,82]. Jak już w spo 
m niano wcześniej, w badaniach nad procesami transportu  
w ykorzystyw ano komórki z mutacjami w genie ATP7A. 
Pozwoliło to ustalić, że za prawidłowy przebieg procesu 
endocytozy odpowiedzialna jest C-końcowa dom ena biał
ka zawierająca dileucynowy motyw w pozycji 1487-1488. 
W kom órkach o budowie spolaryzowanej np. enterocytach 

czy komórkach nabłonkowych kanalików 
nerkowych, w  których można w yróż
nić błonę wierzchołkową skierowaną do 
światła jelita czy światła kanalika oraz 
błonę podstawno-boczną, przez którą 
odbywa się transport do naczyń krw iono
śnych. Białko ATP7A transportow ane jest 
selektywnie w  kierunku błony podstaw - 
no-bocznej (Ryc. 2) [48,52,82,83]. Wyniki 
takie otrzym ano analizując in vitro loka
lizację białka w komórkach linii Caco-2 
(stanowiących najbardziej rozpow szech
niony model nabłonka jelita) oraz w ko
mórkach linii MDCK (traktowanych jako 
model nabłonka występującego w  kanali
kach nerkowych) [46,70,84], Na poziomie 
organizm u transport taki umożliwia po 
bieranie jonów miedzi z pokarm u, gdyż 
pozwala na przeniesienie jonów miedzi z 
enterocytów do naczyń krwionośnych, a 
w nerce na reabsorpcję kationów miedzi 
z moczu pierwotnego [70,84,85] (Ryc. 3). 
U pacjentów z chorobą Menkesa (mutacja 
w genie ATP7A), miedź akum ulow ana 
jest w  komórkach nabłonkowych jelita i 
w komórkach kanalików proksymalnych 
nerki [86,85]. Podstawno-boczną lokali-
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R ycina 2. Transport miedzi z udzia łem  białek ATP7A i ATP7B w kom órkach o budow ie spolaryzow anej. 
Jony m iedzi transportow ane są przez błonę kom órkow ą przy udziale białka CTR1. N astępnie  przyłączane 
są do m etalochaperoniny ATOX i w  takiej postaci transportow ane do  cystern trans aparatu  Golgiego (TGN), 
w których zachodzi przekazyw anie jonów  Cu* do białek ATP7A i ATP7B. W zrost stężenia kationów  m ie
dziow ych w kom órce prow adzi do  usunięcia nadm iaru  tego pierw iastka na d rodze transportu  aktyw nego. 
W kom órkach o budow ie spolaryzowanej, np. w enterocytach, pod w pływ em  zwiększającego się stężenia 
kationów  m iedziowych, białko ATP7A transportow ane jest do błony podstawno-bocznej (lewa strona). N a
tom iast białko ATP7B transportow ane jest do  błony wierzchołkowej (strona prawa), jak to m a miejsce w 
hepatocytach, a jony miedzi w ydzielane są do żółci.
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zację białka ATP7A obserwowano również w komórkach 
łożyska i komórkach gruczołu mlekowego, ponieważ bie
rze ono udział w transporcie jonów miedzi poprzez łoży
sko do rozwijającego się płodu [40,52,87] oraz w w ydzie
laniu kationów miedzi do mleka matki w  okresie laktacji 
[52,83,87,88]. W łożysku syntezę białka ATP7A stw ierdzo
no w  komórkach syncytiotrofoblastu, cytotrofoblastu oraz 
w  komórkach naczyń krwionośnych płodu, co wskazuje 
na to, że bierze ono bezpośredni udział w przekazywaniu 
kationów miedziowych z krwiobiegu matki do krwi płodu 
[83,87]. Natomiast w  komórkach gruczołu mlekowego w 
okresie laktacji białko ATP7A reguluje stężenie miedzi w 
kom órkach wydzielniczych poprzez usuw anie nadm iaru 
jonów tego pierwiastka z powrotem  do krwioobiegu m at
ki [40,52,88]. Jak wspom niano już wcześniej, za wybiórczy 
transport białka ATP7A do błony podstawno-bocznej w 
kom órkach spolaryzowanych odpowiadają sekwencje zlo
kalizowane w C-terminalnej części cząsteczki [40,48,73]. 
W iadomo, że miedź jest pierwiastkiem niezbędnym  dla 
praw idłow ego funkcjonowania układu nerwowego, a biał
ko ATP7A pełni ważną rolę w  dostarczaniu tego mikroele
m entu do mózgu. Bardzo wysoka synteza białka ATP7A w 
splocie naczyniówkowym  wskazuje, że bierze ono udział w 
przekazyw aniu jonów miedzi poprzez barierę krew-mózg. 
Syntezę białka ATP7A stwierdzono w różnych populacjach 
kom órek nerwowych, a wyniki najnowszych badań w ska
zują, że uczestniczy ono również w procesie rozwoju ukła
du  nerw ow ego i tworzeniu połączeń pom iędzy neuronam i 
[48,88,89].

Nieco mniej w iadom o o transporcie białka ATP7B. W ko
mórkach, w  których stężenie miedzi mieści się w  granicach 
fizjologicznych, białko ATP7B podobnie jak białko ATP7A 
zlokalizowano w aparacie Golgiego. Badania transportu 
ATP7B przeprow adzone na komórkach o budow ie niepo- 
larnej np. fibroblastach pierwotnych, komórkach linii HeLa 
czy linii CHO-K1 wykazały, że przy podw yższonym  stęże
niu jonów miedzi w  komórce białko to transportow ane jest 
w pęcherzykach do cytoplazmy [52,90,91], Jednak w  prze
ciwieństwie ATP7A nie znaleziono białka ATP7B w budo 
wanego w  błonę cytoplazmatyczną komórek niepolarnych 
[52], Szczególnie wysoki poziom syntezy białka ATP7B w y
kryto w  komórkach wątroby. Hepatocyty pierwotne i ko
mórki linii HepG2 posłużyły do badania transportu białka 
ATP7B. Hepatocyty są komórkami o budowie spolaryzowa
nej, w  których część wierzchołkowa zwrócona jest do świa
tła kanalików żółciowych, a część podstawno-boczna do 
naczyń krwionośnych. Okazało się, że w takich komórkach 
białko ATPB7 przy podwyższonym  poziomie jonów mie
dzi, transportow ane jest do błony wierzchołkowej (Ryc. 2). 
Nie było jednak do końca wyjaśnione, czy dochodzi do fuzji 
pom iędzy błoną pęcherzyków wydzielniczych z błoną cyto
plazm atyczną [66,71,72,92]. Jednak wykorzystanie metody 
immunohistochemicznej wykazało, że istnieje kolokalizacjia 
m arkerów  błony wierzchołkowej (MRP2) i białka ATP7B, co 
sugeruje, że zachodzi proces transportu miedzi przez błonę 
plazmatyczną, podobnie jak w  przypadku białka ATP7A 
[71,72,92], W wyniku tego procesu, w  hepatocytach za
chodzi wydzielenie miedzi do żółci i w następnym  etapie 
wydalenie jej z organizmu poprzez przewód pokarm owy 
(Ryc. 3) [46,92]. U pacjentów cierpiących na chorobę Wilso
na spow odow aną mutacją w  genie ATP7B, nie dochodzi do

R ycina 3. Rola białek ATP7A i ATP7B w  transporcie m iedzi w  organizm ie czło
wieka. jony  m iedzi pochodzące z pokarm u wchłaniane są w  jelicie cienkim 
przy  udziale białka ATP7A (1), gdzie zw iązane z białkami osocza docierają do 
w szystkich tkanek o rganizm u (2). Z krw ią m iedź dociera do w ątroby, gdzie przy  
udziale białka ATP7B przyłączana jest do cząsteczek ceruloplazm iny i w takiej 
postaci opuszcza ten narząd  (3). Jednak przechodzenie jonów m iedzi przez ścia
ny naczyń krw ionośnych m ożliw e jest tylko z udziałem  białka ATP7A. Jest to 
szczególnie w ażne p rzy  pokonyw aniu  bariery krew-m ózg. W procesie tym  biorą 
udzia ł zarów no białka ATP7A jak i ATP7B (4). W raz z k rw ią m iedź  dociera także 
do nerek, w których w procesie filtracji przechodzi do przesączu pierwotnego, 
a następnie w  kom órkach kanalików  nerkow ych przy udziale białka ATP7A 
ulega reabsorpcji i z pow ro tem  pow raca do  krw iobiegu (4). W ydalanie m iedzi 
z organizm u odbyw a się na d rodze w ydzielania  jej nadm iaru  do  żółci (5). Jest to 
proces zależny od białka ATP7B. M iedź u suw ana  jest z organizm u w raz z kałem 
poprzez p rzew ód  pokarm ow y.

wydzielania i w ydalania miedzi w raz z żółcią, a nadm iar 
miedzi akum ulow any w wątrobie osiąga poziom  toksycz
ny i prow adzi do licznych uszkodzeń tego organu [66,12]. 
Podobnie jak w przypadku białka ATP7A, na drodze endo- 
cytozy zachodzi recylkulacja białka ATP7B do aparatu Gol
giego. Syntezę białka ATP7B stw ierdzono także w łożysku. 
Zachodzi ona w komórkach syncytiotrofoblastu. Stężenie 
jonów miedzi w krwi matki jest 5-krotnie wyższe niż w  krwi 
rozwijającego się płodu, dlatego białko ATP7B w kom ór
kach łożyska pełni funkcję regulacyjną i zabezpiecza przed 
nadm iernym  stężeniem tego pierwiastka we krwi rozwija
jącego się płodu [83,87]. W komórkach gruczołu mlekowego 
w okresie laktacyjnym, białko ATP7B zlokalizowano przy 
błonie wierzchołkowej komórek wydzielniczych. Służy ono 
jako nośnik kationów miedziowych wydzielanych do mleka 
matki [40,52,88], Syntezę białka ATP7B stw ierdzono rów 
nież w  m ózgu, chociaż jego rola w  tym  organie nie jest tak 
jasno określona jak w przypadku białka ATP7A. Wiadomo, 
że synteza ATP7B zachodzi szczególnie intensywnie w  ko
m órkach Purkiniego, w  których równocześnie stwierdzono 
syntezę ceruloplazminy. Takie wyniki wskazuja, że ATP7B 
bierze udział w  przyłączaniu miedzi do syntetyzowanych 
w tych komórkach cząsteczek ceruloplazminy [74],

CO JESZCZE WIADOMO O FUNKCJI TYCH BIAŁEK?

Stężenie jonów miedzi jest najważniejszym czynnikiem 
regulującym w komórce transport białek ATP7A i ATP7B.
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jednak stwierdzono, że również pod w pływ em  pewnych 
horm onów w komórkach może zachodzić transport tych 
białek niezależnie od stężenia jonów metalu. Insulina i es
trogeny są czynnikami regulującymi nie tylko transport 
om awianych białek, ale również ekspresję genów ATP7A  
i ATP7B. Badania in vitro komórek linii Jeg-3 pokazały, że 
pod w pływem  insuliny następował wzrost ekspresji zarów 
no genu ATP7A, jak i poziomu białka ATP7A. Obserwowa
no również, niezależny od steżenia jonów miedzi, transport 
białka ATP7A do błony podstawno-bocznej. W tych samych 
komórkach obserwowano zarówno obniżenie ekspresji 
genu, jak i spadek syntezy białka ATP7B, które w badanych 
komórkach było zlokalizowane w aparacie Golgiego [87], 
Poszukiwania czynników regulujących poziom syntezy i 
aktywności ATPaz transportujących jony miedzi wydają się 
bardzo istotne w świetle ostatnich badań nad udziałem  tych 
białek w procesie inicjacji i w  przebiegu leczenia chorób no
wotworowych [93], Znaczne podw yższoną syntezę białka 
ATP7A obserwowano w komórkach raka piersi [94], ko
mórkach raka trzustki [95] oraz w przypadku raka pęcherza 
[96], Ponadto stwierdzono, że om awiane białka, a szczegól
nie ATP7A, biorą udział w  rozwoju lekoopornosci w  trak
cie procesu chemioterapii. Okazało się bowiem, że obniżają 
one skuteczność leków przeciwnowotworowych zawierają
cych w swoim składzie atomy platyny takich jak cisplatyna, 
oksaliplatyna, karboplatyna i satraplatyna [75,97]. ATPazy 
transportujące jony miedzi mogą być odpowiedzialne za le- 
kooporność poprzez przyspieszanie w ydalania leków z ko
mórek nowotworowych, tak jak w przypadku doksorubicy- 
ny [96], jak również obniżają ich aktywność poprzez zam y
kanie leków w pęcherzykach klatrynowych. W takiej posta
ci leki tracą swoje działanie cytotoksyczne [93,96]. Dlatego 
bardzo ważne jest dokładne poznanie budow y tych białek, 
przebiegu ich cyklu katalitycznego oraz badanie czynników 
wpływających na ich syntezę i regulujących ich działanie.
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ABSTRACT

Living organisms have developed refined and geneticaly controlled mechanisms of the copper metabolism and transport. ATP7A and ATP7B 
proteins play the key role in copper homeostasis in the organism. Both proteins are P-type Cu-transporting ATPases and use the energy of 
ATP hydrolysis to transfer the copper ions across the cellular membranes. Both proteins are localised in Golgi aparatus and involved in re
gulation of overall copper status in the body and their function is the export of excess copper from the cells and delivery of copper ions to 
Cu-dependent enzymes. Moreover in organism Cu-transporting ATPases are involved in absorption of dietary copper, Cu removal with the 
bile, placental copper transport and its secretion to the milk during lactation. Moreover it is known that Cu-transporting ATPases play a role in 
generation of anti-cancer drug resistance. Disturbances of ATP7A and ATP7B function caused by mutations lead to severe metabolic diseases 
M enkes and W ilson diseases, respectively.
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Słowa kluczowe: ciała jądrow e PML, jąder- 
ko, ciała Cajala, uszkodzenia i napraw a DNA, 
apoptoza

Wykaz skrótów: APL (ang. acute promyelocytic 
leukemia) — ostra białaczka prom ielocytowa; 
BLM (ang. Bloom's syndrome) — helikaza DNA, 
u trata  funkcji BLM jest przyczyną zespołu Blo- 
oma; M dm 2 (ang. mouse double minute 2) — li- 
gaza ubikw ityny, negatyw ny regulator p53; 
PML (ang. promyelocytic leukemia) — białko ją
drow e charakterystyczne dla ciał PML, ulega 
fuzji z białkiem  RARa, co leży u podstaw  ostrej 
białaczki promielocytowej; RARa (ang. retinoic 
acid receptor a) — receptor a  kw asu retinowego; 
SC35 (ang. splicing component 35) — czynnik 
składania pre-mRNA z grupy  białek SR; Sm 
— białkowy kom pleks tw orzący rdzeń  czynni
ków składania pre-m RN A z grupy  U-snRNP; 
SUMO-1 (ang. small ubiquitin-like modifier) — 
m ałe białko ubikw itynopodobne; WRN (ang. 
Werner's syndrome) — helikaza DNA, u trata  
funkcji W RN jest przyczyną zespołu W ernera

STRESZCZENIE

W szystkie komórki organizmu człowieka podlegają różnorakim uszkodzeniom, wśród 
których uszkodzenia materiału genetycznego mogą być szczególnie niebezpieczne. 

Reakcja komórki na uszkodzenia D N A jest procesem złożonym, obejmującym sygnaliza
cję uszkodzeń, ich naprawę oraz ewentualne uruchomienie procesu apoptozy lub też śmierć 
komórki. Wiąże się z poważnymi zmianami w  jądrze komórkowym spowodowanymi mo
dyfikacjami potranslacyjnymi białek i ich dynamicznym przemieszczaniem się oraz zmianą 
ekspresji w ielu genów. Zmiany te występują nie tylko w miejscu uszkodzenia DNA, ale za
chodzą na terenie całego jądra komórkowego obejmując jego domeny — ciała PML, jąderko 
i ciała Cajala.

WPROWADZENIE

W komórce eukariotycznej występuje szereg mechanizmów chroniących jej 
genom przed następstwami uszkodzeń DNA i powstaniem mutacji. Po prze
kroczeniu krytycznego progu uszkodzeń DNA mechanizmy te kierują komórkę 
na drogę apoptozy. Detekcja uszkodzeń DNA, uruchomienie procesów napraw 
czych oraz drogi indukcji apoptozy kontrolują złożone mechanizmy, często w y
stępujące w postaci kilku równoległych dróg alternatywnych i obejmujące sze
reg białek, które łączą się w dynamiczną, samoregulującą się sieć oddziaływań 
w obrębie różnych przedziałów komórkowych.

Jądro komórki eukariotycznej charakteryzuje się złożoną, a jednocześnie upo 
rządkow aną strukturą. Mimo, iż w ew nątrz jądra komórkowego nie ma błon 
biologicznych, to jego w nętrze ma budow ę wysoce zorganizowaną, domenową. 
Domeny jądrowe są obszarami o wyraźnej strukturalnej i funkcjonalnej odręb
ności, pełniącymi ważne funkcje w metabolizmie jądrowym. Charakteryzują 
się określoną morfologią i specyficznym zestawem składników, chociaż skład 
cząsteczkowy poszczególnych dom en jądrowych cechuje się dużą dynamiką i 
może ulegać ilościowym jak i jakościowym zmianom w zależności od fazy cyklu 
komórkowego, typu i aktywności metabolicznej komórki, czy czynników ze
wnętrznych oddziałujących na komórkę. W śród dom en jądrowych powszechne 
są m.in.: jąderko, ciała PML i ciała Cajala.

W prawidłowej komórce, nie poddanej stresowi, antagonistyczne działanie 
m echanizmów pro- i antyapoptotycznych utrzym yw ane jest w dynamicznej 
równowadze. Równowaga ta warunkuje praw idłow e funkcjonowanie kom ór
ki. Uszkodzenia DNA wywołują łańcuch zdarzeń obejmujący zmianę w zoru 
ekspresji genów, modyfikacje białek i ich translokacje do odpowiednich miejsc 
docelowych. Mechanizmy te są obecnie obiektem intensywnych badań nie tylko 
ze w zględów poznawczych, ale również ze względu na ich znaczenie w patoge
nezie wielu chorób, w tym chorób neurodegeneracyjnych, nowotworowych czy 
też wirusowych.

CIAŁA PML

Ciała PML określane są także jako dom eny jądrowe 10 (ND10), dom eny on- 
kogenne czy ciałka Kremera. Definiowane są przez obecność białka PML, stano
wiącego ich swoisty marker. Po raz pierwszy dokładnie zidentyfikowano je u 
pacjentów z ostrą białaczką promielocytową (APL), która spow odow ana jest, w 
większości przypadków  (ponad 98%), translokacją między genem PML i genem 
receptora kwasu retinowego RARa — t(15;17). Wynikiem tej translokacji jest biał
ko fuzyjne PM L/RA Ra [1,2]. Białko to zachowuje większą część funkcjonalnych 
dom en białek składowych, lecz skutkiem jego obecności jest dezintegracja ciał 
PML i rozproszony, m ikropunktow y rozkład ich składników. W leczeniu ostrej 
białaczki promielocytowej stosuje się kwas trans-retinowy (ATRA) (ang. all-trans
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retinoid acid), co przywraca prawidłową strukturę ciał PML 
w promielocytach, a także umożliwia postęp różnicowania 
się tych komórek i czasową remisję choroby.

W przeciwieństwie do innych analogicznych domen, jak 
ciała Cajala, ciała PML nie są zachowane w  ewolucji. Wystę
pują wyłącznie w komórkach wyższych kręgowców, a brak 
ich m.in. u roślin, drożdży, Drosoplula melanogaster czy Xeno- 
phus laevis [2]. W typowej komórce ssaka występują w posta
ci sferycznych agregatów o białkowym rdzeniu o średnicy 
w przedziale 0,2-1 pm  i w ilości ok. 5-30 [2-4], Są to struk
tury dynamiczne, większość ich składników ustawicznie 
krąży m iędzy innymi przedziałami jądra komórki, a same 
ciała także mogą się przemieszczać [1-3,5], Większość ciał w 
interfazie jest względnie nieruchoma lub wykazuje niewiel
kie oscylacje, część jednak jest w stanie przemieszczać się na 
większe odległości, przy czym ruch ten wydaje się nie być 
przypadkow ym , dyfuzyjnym przemieszczaniem, a raczej 
ruchem skoordynowanym , celowym [4,5], Wraz z wejściem 
komórki w  fazę S cyklu komórkowego następuje struktural
na destabilizacja ciał PML, zwiększa się ich liczba, a maleje 
średnica, co jest skutkiem rozszczepiania ciał macierzystych 
na mniejsze, zachowujące cechy ciał wyjściowych; rośnie 
także ich ruchliwość [4], Powyższe fakty tłumaczy się ści
słym związkiem tych struktur z chromatyną, a także macie
rzą jądrową; ich dynamika zdaje się odzwierciedlać ruchy i 
zmiany topologii chromatyny. Podczas mitozy ciała ulegają 
rozpadowi, większość składników przemieszcza się do nu- 
kleoplazmy, a pozostają jedynie resztkowe agregaty MAPP 
— mitotyczne nagrom adzenia białka PML (ang. mitotic ac- 
cumulations ofPML protein) [6].

Ciałom PML przypisuje się wysoką wszechstronność. 
Występują w nich, konstytutywnie lub w określonych 
warunkach, czynniki biorące udział w  szeregu procesów, 
takich jak: supresja now otw orow a i apoptoza [7,8], remo- 
delowanie chromatyny [9], utrzym ywanie stabilności geno- 
mowej i napraw a DNA [10], transkrypcja [11] czy proteaso- 
malna degradacja białek [12],

Poza typowym i ciałami PML, opisanymi powyżej, zi
dentyfikowano także alternatywne postacie tych struktur. 
W limfocytach pacjentów z zespołem ICF (ang. immunode- 
ficiency, centromere instability, facial dysmorphy) w  fazie G2 
cyklu komórkowego występują, obok typowych ciał, tak
że tzw. „gigantyczne" ciała PML lub ciała HP1, które poza 
wyjątkowo dużą średnicą, charakteryzują się obecnością 
satelitarnego okołocentromerowego DNA oraz dużym  na 
grom adzeniem  czynników remodelowania chromatyny [9], 
Innym wariantem  ciał PML są występujące w  niektórych 
typach komórek nowotworowych, pozbawionych aktyw 
nej telomerazy, ciała APB (ang. ALT-associated PML bodieś), 
uczestniczące w mechanizmie alternatywnego wydłużania 
telomerów (ALT) [13],

BIAŁKO PML

W śród najistotniejszych i najobficiej występujących 
składników ciał PML wyróżnić należy w spom niane wcze
śniej białko PML, będące czynnikiem o wielu funkcjach, 
oddziałujące z szeregiem składników jądra komórkowego 
i biorące udział w wielu różnych procesach komórkowych,

m iędzy innymi regulacji stabilności strukturalnej samych 
ciał PML [1,2,14]. Locus genu PML o wielkości ok. 35 tys. 
pz podzielony jest na 9 eksonów. W efekcie alternatyw ne
go składania powstaje kilka izoform tego białka o masach 
cząsteczkowych w zakresie 48-97 kDa. Scharakteryzowano 
7 izoform PML i chociaż najobficiej występują izoformy I 
i II, to najlepiej poznanym  białkiem PML jest p raw dopo
dobnie izoforma IV. We wszystkich izoformach występuje 
identyczna N-końcowa część, natomiast różnią się one koń
cem C w skutek alternatywnego składania eksonów 4-9. W 
stałej N-końcowej części (pierwsze trzy eksony) występują 
trzy dom eny bogate w  resztę cysteiny: domena RING fin- 
ger, dwie B-box (BI i B2) oraz a-helikalna dom ena coiled-co- 
il (CC), które razem tworzą trzyczęściowy m otyw RBCC/ 
TRIM. Domena ta występuje we wszystkich izoformach 
PML, jak również w fuzyjnym białku PM L/RARa. Różni
ce w  C-końcowej części białka warunkują zróżnicowanie 
oddziaływ ań z innymi białkami, co dodatkowo podkreśla 
wielofunkcyjność PML.

W białku PML występują trzy miejsca kowalencyjnego 
w iązania białka SUMO-1 oraz m otyw oddziaływań o cha
rakterze hydrofobowym  SIM (ang. SUMO-interacting motif)
[15]. Białko SUMO-1 jest także istotnym składnikiem ciał 
PML. Jest to małe białko, homologiczne do ubikwityny, któ
re w iąże się kowalencyjnie z różnymi białkami przy udziale 
enzymów: El — enzym aktywujący SUMO (A osl/U ba2), 
E2 — enzym  koniugujący (Ubc9) oraz E3 — ligazy SUMO. 
Elementy tego cyklicznego mechanizmu enzymatycznego 
również wykazują lokalizację w ciałach PML, a wiele skład
ników tych ciał ulega sumoilacji [16,17].

Kluczową rolę w regulacji integralności ciał PML odgry
wa praw dopodobnie zarówno sumoilacja jak i fosforylacja 
białka PML. Nadprodukcja SUMO-1 przeciwdziała rozpa
dow i ciał PML pod w pływem  uszkodzeń DNA [5], W biał
ku tym  zidentyfikowano ponadto miejsce sumoilacji zależ
nej od fosforylacji, które składa się z klasycznego m otywu 
sumoilacji oraz przyległego m otywu bogatego w reszty 
proliny, ulegającego fosforylacji [18], Jednym z kom plek
sów, który fosforyluje białko PML jest kinaza Cdk2/cyklina 
A. Osiąga ona szczyt aktywności między fazą G2 a mitozą, 
co wiąże się praw dopodobnie z kontrolowanymi przez fos- 
forylację zmianami w jądrze komórkowym, w  tym przebu 
dow ą ciał PML w momencie rozpoczęcia fazy podziałowej 
[1], Białko PML ulega także acetylacji [19]. Acetylowane 
są reszty lizyny: 487 i 515. Poziom acetylacji wzrasta pod 
w pływ em  białka p300 o aktywności acetylotransferazy, a 
także po działaniu na komórki inhibitora deacetylazy histo- 
nowej — trichostatyny A. Acetylacja białka PML w zm aga 
jego sumoilację.

W odpowiedzi na pęknięcia dwuniciowe DNA białko 
PML jest fosforylowane w specyficznych miejscach przez 
kinazy punktów  kontrolnych CHK2, ATM i ATR [20,21], 
Inaktywacja czynników ATM, ATR, CHK2, a także NBS1 
skutkuje brakiem reakcji ciał PML na pęknięcia dwunicio
we DNA [22], Są to kluczowe czynniki regulujące reakcję 
komórki na uszkodzenia DNA. Aktywacja kinazy ATM w 
odpow iedzi na promieniowanie jonizujące skutkuje fosfo- 
rylacją białka PML oraz, obecnej poza nukleoplazm ą także 
w  ciałach PML, kinazy CHK2. W następstwie fosforylacji
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kinaza CHK2 częściowo opuszcza ciała 
PML (niewielka frakcja tego białka na
dal pozostaje w ciałach) i przemieszcza 
się do miejsc uszkodzeń DNA. Docho
dzi jednocześnie do reorganizacji sa
mych ciał PML.

Ze względu na niewielką liczbę bia
łek stale obecnych w  ciałach PML, a 
obecność wielu białek o przejściowej 
lokalizacji w  tych strukturach, a także 
szereg reakcji modyfikacji odbyw a
jących się na terenie ciał PML, można 
postawić tezę, iż stanowią one „mikro- 
środowisko" pomagające w  koordyna
cji odpow iedzi komórki na uszkodze
nia DNA. Skupione w jednym  miejscu 
kinazy sygnałowe, jak i białka przez 
nie fosforylowane mogą szybciej i efek
tywniej pełnić swoją funkcję, niż gdyby 
były one rozmieszczone w nukleopla- 
zmie.

CIAŁA PML A USZKODZENIA 
I NAPRAWA DNA

Na początku lat 90. XX wieku zaob
serwowano, że w miejscach pow staw a
nia dwuniciowych pęknięć DNA, do 
chodzi do szybkiej reakcji komórki, na 
którą składa się szereg zjawisk obejmu
jących m.in. zmiany w strukturze chro- 
matyny, modyfikacje potranslacyjne 
białek czy akumulację specyficznych 
białek w miejscu uszkodzenia. Jako 
marker dwuniciowych pęknięć DNA 
uznaje się fosforylowany w pozycji 
reszty Serl39 wariant histonu H2AX 
(y-H2AX). Za fosforylację tego histonu 
odpowiadają kinazy białkowe ATM, 
ATR oraz DNA-PK. Do miejsca uszko
dzenia rekrutowane są jednocześnie 
białka związane z napraw ą DNA, takie 
jak RAD51 czy składniki kompleksu 
MRN: MRE11, RAD50 i NBS1. Miejsca 
takie określa się mianem skupisk na 
prawczych (ang. repair foci) [10].

Poza efektami opisanymi powyżej, 
uszkodzenia DNA pociągają za sobą 
również reakcje poszczególnych do 
men jądrowych, wśród których naj
lepiej scharakteryzowane pod tym 
kątem są ciała PML. Wiele czynników 
stresotwórczych, jak metale ciężkie, 
szok cieplny czy też chemioterapeu- 
tyki, skutkują znacznymi zmianami 
zarówno w  strukturze, kinetyce jak i 
składzie tych struktur jądrowych. W 
tym kontekście ciała PML zdają się być 
czułymi sensorami uszkodzeń w jądrze 
kom órkow ym  i szereg danych sugeru
je ich wielostronny udział w  inicjacji i

Rycina 1. Analiza u ltrastruk tu ry  ciał PML w p ra 
w idłow ych diploidalnych fibroblastach człowieka 
(NHDFs) przy użyciu techniki korelacyjnego spek
troskopow ego obrazow ania elektronow ego z m i
kroskopią świetlną (LM/ESI) p rzed  i po w yw ołaniu 
uszkodzeń DNA przez etopozyd. Region zaw iera 
jący d a ło  PML zaznaczono b iałym  kw adratem . (A) 
Fibroblast z w yznakow anym  fluorescencyjnie biał
kiem PML. M apy w ystępow ania  cząsteczek azotu 
(N) i fosforu (P). Ciało PML (ciemnoniebieski obszar 
w  centralnej części obrazu w skazany p rzez strzałkę) 
m a kształt symetrycznie prom ieniow y z wielom a 
w idocznym i połączeniam i z otaczającą chrom atyną 
(kolor żółty). (B) Fibroblast z w yznakow anym  flu
orescencyjnie białkiem PML po inkubacji (30 m in) z 
20 pM  etopozydem . W odpow iedzi na dw uniciow e 
pęknięcia DNA ciało PML ulega dezintegracji (u tra 
ta pierw otnego kształtu, nieliczne połączenia z chro 
m atyną) (obszar w skazany przez  duży, biały kw a
dra t i strzałkę). (C) Ciało PML pokazane na obrazie 
(B) w  większym  pow iększeniu (strona lewa) i ten 
sam  obraz (strona p raw a) przedstaw iający s truktury  
zawierające białko PML (kolor czerwony) i inne nie- 
chrom osom alne białka (kolor niebieski). W idoczne 
są mikrociałka PML (białe gw iazdki) w śród włókien 
chrom atynow ych oraz duże  przestrzenie między- 
chrom atynow e (kolor czarny). W ym iar kresek 500 
nm. Rycina pochodzi z  pracy [22]; w ykorzystano ją 
za zgodą autorów .

koordynacji mechanizmów naprawy 
DNA.

Czynniki genotoksyczne prowadzą 
do szybkiej przebudow y ciał PML, w 
wyniku czego powstają liczne punk
towe mikrociałka (ang. microspeckleś)
[5,22] (Ryc. 1). Bezpośrednio po eks
pozycji na czynnik genotoksyczny 
wzrasta kinetyka ciał, a mikrociałka 
powstają przez rozszczepianie m a
cierzystych ciał. Jest to bezpośrednia 
reakcja na uszkodzenia DNA, zwłasz
cza na pęknięcia dwuniciowe. Reak
cja taka jest efektem bardzo czułym 
i proporcjonalnie zależnym od ilości 
pęknięć [21]. Ekspozycja na promienio
wanie UV prow adzi do rozpadu ciał 
PML i dystrybucji mikropunktowej 
ich składników — obserwuje się małe, 
punktow e skupiska białek, a efekt w 
tym przypadku jest proporcjonalny do 
dawki promieniowania [23] (Ryc. 2). 
W spomniane mikrociałka mają kom 
pozycję zbliżoną do prawidłowych 
ciał PML, jednakże nie są one tożsame 
z macierzystymi ciałami; rozpadowi 
towarzyszy zmiana lokalizacji wielu 
składników (m.in. SplOO, SUMO-1) do 
nukleoplazmy [23].

Stwierdzono także asocjacje ciał 
PML z miejscami uszkodzeń indu
kowanych promieniowaniem jonizu
jącym (IRIF, ang. ionizing radiation- 
induced foci), przy czym ciała PML nie 
powstają w takich miejscach de novo, a 
jedynie ulega zmianie ich lokalizacja 
[21]. Przy dawkach nieletalnych po re
akcji na uszkodzenia DNA następuje 
odtworzenie prawidłowych, typowych 
ciał PML, co wydaje się być tożsame 
z zakończeniem napraw y powstałych 
uszkodzeń i odtworzeniem  stanu wyj
ściowego. Zauw ażono ponadto, iż w 
komórkach naprom ieniowanych UV 
składniki ciał PML kolokalizują z jed- 
noniciowymi fragmentami DNA, a 
kolokalizacja ta nie ma związku z pro 
cesem apoptozy. Jednoniciowy DNA 
stanowi praw dopodobnie produkt po
średni procesów naprawczych [23].

Ważną rolę w reakcji komórki na 
stres genotoksyczny przypisuje się 
białku PML, stanowiącemu zasadni
czy składnik ciał PML. W komórkach 
pozbawionych ekspresji PML nie ob
serwuje się ciał PML. W limfocytach 
pacjentów z ostrą białaczką promielo- 
cytową, u których białko PML w ystę
puje w formie nieprawidłowej — połą-
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Rycina 2. Zm iany w  strukturze jądra kom órkow ego powstające w  reakcji na uszkodzenia  DNA w yw ołane p rzez prom ieniow a
nie ultrafioletowe i w w yniku aktywacji białka p53. Zm iany te mają skom plikow any charakter i obejmują bardzo  dużą  liczbę 
cząsteczek, dlatego pokazano tylko w ybrane zm iany lokalizacji białek. Białko p53 oraz  HIPK2 i CBP przem ieszczają się do ciał 
PML. W ystępuje przejściowa akumulacja białek ATR i CHK2 w ciałach PML, po czym  przemieszczają się one do  nukleopla- 
zmy. Białko W RN opuszcza jąderko i przem ieszcza się do  ciał PML. Białko INGI przem ieszcza się z nukleoplazm y do jąderka 
w raz z ARF, a białko B23 opuszcza jąderko, częściowo wiążąc się z białkiem M dm2. Białko M dm2 ulega przem ieszczeniu do 
jąderka, praw dopodobnie  z białkiem PML. Ostatecznie ciała PML ulegają dezintegracji do  formy m ikropunktow ej; białko PML 
częściowo przem ieszcza się do czapeczek jąderkowych. Także ciała Cajala ulegają gruntow nej przebudow ie, białko p80 ulega 
częściowem u przem ieszczeniu do  czapeczek jąderkow ych i granul in terchrom atynow ych, duża  jego część ulega rów nom ierne
m u rozproszeniu  w  nukleoplazm ie, podobnie jak białka SMN1 (wg [10], zmodyfikowane).

czonej ze swoim fuzyjnym partnerem  — receptorem RARa, 
również ciała te nie występują. Z tego pow odu uw aża się to 
białko za czynnik nukleacji ciał PML, jego obecność w pra 
widłowej formie warunkuje właściwą strukturę ciał PML, a 
także praw dopodobną funkcję w regulacji ich integralności 
zarówno w warunkach stresu, jak i w w arunkach praw idło
wych.

Proponuje się model, w którym rozpad ciał PML zwią
zany jest bezpośrednio ze zmianami torsyjnymi i struktu 
ralnymi chromatyny w następstwie pęknięć nici DNA. Tak 
więc mechaniczne zmiany w chromatynie wpływałyby 
bezpośrednio na związane z nią ciała PML, naruszając tym 
samym ich integralność. Byłaby to pierwsza, bezpośrednia 
reakcja na uszkodzenia i jednocześnie sygnał alarmowy m o
bilizujący łańcuch zdarzeń zakończony aktywacją mechani
zmów napraw y DNA. Dodatkowo powstanie mikrociałek i 
przemieszczenia części składników ciał wiąże się z reorga
nizacją chromatyny kontrolowaną przez kinazy ATM, ATR 
i CHK2, i / lu b  jako efekt fosforylacji białka PML przez te 
kinazy.

Interesujący jest fakt, że pom im o wielu ważnych funk
cji w komórce białko PML nie jest niezbędne dla przeżycia 
komórki czy całego organizmu. Myszy pozbawione tego 
białka są żywotne, rozwijają się prawidłowo, mają jednak 
podw yższony poziom wymiany siostrzanych chrom atyd i 
wyższą podatność na choroby now otw orow e [23]. W ko
mórkach bez ekspresji PML poddanych działaniu etopozy- 
du dochodzi do zatrzymania cyklu komórkowego w fazie 
S, a ekspozycja takich komórek na promieniowanie UV 
podw yższa częstość indukcji apoptozy. Tak wysoka w raż
liwość na czynniki genotoksyczne świadczyć może o mniej

skutecznej napraw ie DNA 
w komórkach pozbawio
nych białka PML [23].

Białka NBS1 i MRE11 
są składnikami kom plek
su MRN, stanowiącego 
element systemu w ykry
wania i napraw y dwuni- 
ciowych pęknięć DNA. 
Białka te kolokalizują w 
ciałach PML w komórkach 
nie poddanych stresowi 
genotoksycznemu. Po in
dukcji uszkodzeń prom ie
niowaniem y czynniki te 
opuszczają ciała tworząc z 
kolejnymi białkami specy
ficzne skupiska IRIF. Po
wrót do równowagi w  ko
mórce wiąże się z ponow 
nym  przemieszczeniem 
się tych białek do ciał PML
[10,22]. Jest to przykład 
udziału ciał PML w reakcji 
komórki na uszkodzenia 
DNA poprzez uwalnianie 
specyficznych czynników 
w ściśle określonych w a
runkach.

Białko PML jest ponadto ważnym  ogniwem w regula
cji i rekrutowaniu białka TopBPl (ang. topoisomerase (311- 
interacting protein 1) do ciał PML w odpowiedzi na uszko
dzenia DNA indukowane promieniowaniem jonizującym
[24], Białko TopBPl bierze udział w naprawie dwuniciowych 
pęknięć DNA oraz w regulacji wejścia komórki w fazę S cy
klu komórkowego.

Wiele białek pod w pływ em  stresu genotoksycznego 
przemieszcza się do ciał PML lub też je opuszcza. Odbywa 
się to drogą potranslacyjnych modyfikacji tych białek, bądź 
też przez zmianę powinowactwa do innych składników 
ciał, co skutkuje sekwestracją w ciałach lub uwolnieniem 
do nukleoplazmy. Sumoilacja np. białka RIP-p (ang. RPA- 
interacting protein (3) prow adzi do jego akumulacji w ciałach 
PML w w arunkach fizjologicznych, a jego uwalnianie pod 
w pływem  prom ieniowania UV jest konsekwencją desumo- 
ilacji [10,25].

HELIKAZY Z RODZINY RECQ

Wśród składników ciał PML są białka BLM, WRN i RE- 
CQL4 — helikazy z rodziny RECQ. Mutacja w genie BLM 
leży u podstaw  autosomalnego, recesywnego schorzenia — 
zespołu Blooma, które charakteryzuje się wysokim pozio
mem wym iany siostrzanych chromatyd, wysoką częstością 
aberracji chromosomowych, czy utratą heterozygotyczności 
i przez to dużym  ryzykiem zachorowania na choroby no
wotworowe. Białko BLM występuje w nukleoplazmie oraz 
w ciałach PML na granicy faz G1 i S. Nie występuje nato
miast w ciałach w  komórkach pozbawionych białka PML,
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co wskazuje na zależny od PML mechanizm rekrutacji heli- 
kazy BLM do tych dom en jądrowych. Za jego lokalizację do 
ciał odpow iada N-koniec; koniec C z kolei związany jest z 
lokalizacją jąderkową. Komórki bez funkcjonalnego białka 
PML w ykazują podwyższony poziom wymiany siostrza
nych chrom atyd, aczkolwiek jest on niższy niż w kom ór
kach z zespołem Blooma. Sugeruje to, że ciała PML odgry
wają w ażną rolę w  regulacji funkcji helikazy BLM. Białko 
BLM związane jest z rekombinacją DNA i utrzym ywaniem  
stabilności genomowej; w  ogniskach uszkodzeń indukow a
nych prom ieniowaniem  jonizującym (IRIF) obserwuje się 
kolokalizację BLM z RAD51 [10].

W ażne jest również oddziaływanie białka BLM z biał
kiem p53. W komórkach pozbawionych białka p53, BLM nie 
występuje w  ciałach PML. Z drugiej strony — komórki bez 
białka BLM są mniej wrażliwe na indukcję apoptozy drogą 
zależną od p53. Ekspresja BLM jest tkankowo-specyficzna; 
najwyższy jej poziom występuje w limfocytach i komórkach 
szybko dzielących się [2], Uszkodzenia DNA prow adzą do 
przemieszczenia się BLM z ciał PML do miejsc uszkodzeń. 
W miejscach uszkodzeń DNA zidentyfikowanych dzięki 
stw ierdzeniu obecności fosforylowanego histonu H2AX, 
białko BLM kolokalizuje z białkami naprawczymi, w tym 
RAD50, RAD51 i BRCA1 [10]. Rolą BLM w naprawie DNA 
jest praw dopodobnie dodatkowo składanie kompleksów 
napraw czych w miejscach uszkodzeń; jest to jedno z białek 
najwcześniej transportowanych do miejsc uszkodzeń DNA. 
Helikaza BLM jest fosforylowana przez kinazy ATR i ATM 
aktyw ow ane uszkodzeniami DNA. Białko to ulega także 
sumoilacji, który to proces ma miejsce w ciałach PML. M u
tacja w  miejscu sumoilacji BLM prowadzi do braku sekwe- 
stracji tego białka w  ciałach PML. Co więcej, nie ulegające 
modyfikacji białko BLM indukuje formowanie kompleksów 
naprawczych także mimo braku uszkodzeń DNA [10],

BLM związane jest z indukcją fosforylacji histonu H2AX 
pod w pływ em  stresu replikacyjnego. Komórki pozbawione 
BLM poddane działaniu kamptotecyny, która w prow adza 
pęknięcia DNA podczas replikacji, wykazują zaburzenia w 
fosforylacji histonu H2AX w odpowiedzi na uszkodzenia 
DNA [25]. Stwierdzono współdziałanie BLM i topoizomera- 
zy 3a (TopoIIIa). Oba białka kolokalizują w ciałach PML w 
w arunkach homeostazy komórkowej, najprawdopodobniej 
tworząc kompleks. Pod w pływem  stresu replikacyjnego 
białko BLM ulega fosforylacji w  pozycji Thr99, oddysocjo- 
wuje od topoizomerazy 3a i przemieszcza się do miejsc za 
burzonej replikacji, gdzie kolokalizuje z histonem y-H2AX i 
bierze udział w stabilizacji widełek replikacyjnych [26],

Kolejną helikazą z rodziny RECQ obecną w ciałach PML 
jest helikaza WRN. Mutacja W RN  także skutkuje autoso- 
malnym, recesywnym schorzeniem — zespołem Wernera. 
W śród objawów wyróżnić należy przedwczesne starzenie 
i niestabilność genomową prowadzącą do nowotworów. 
Białko WRN oddziałuje z p53 i pośredniczy w aktywacji ge
nów zależnych od p53. W w arunkach fizjologicznych biał
ko to występuje w  jąderku, natomiast indukcja uszkodzeń 
DNA prow adzi do jego fosforylacji przez kinazę ATM i w 
konsekwencji do przemieszczenia się do miejsc uszkodzeń, 
a także przejściowo do ciał PML (Ryc. 2). W ciałach PML 
białko to podlega potranslacyjnym modyfikacjom: sum o

ilacji i praw dopodobnie acetylacji [27], WRN oddziałuje z 
wieloma partnerami białkowymi i bierze udział w wielu 
procesach komórkowych, w tym w naprawie DNA, gdzie 
współdziała z RPA, RAD52 i NBS1. Odgrywa także rolę 
w stabilizacji widełek replikacyjnych; przemieszcza się do 
miejsc zablokowanej replikacji, gdzie współdziała z białka
mi naprawczym i RAD51, RAD54 i RAD54B [27].

Trzecią helikazą DNA związaną z ciałami PML jest he
likaza RECQL4. Także w tym przypadku mutacja w genie 
kodującym to białko ma związek ze schorzeniem autoso- 
malnym, recesywnym — zespołem Rothmunda-Thomsona, 
charakteryzującym się niestabilnością genomową i wysoką 
podatnością na nowotwory. Białko to należy do składników 
ciał PML; indukcja dwuniciowych pęknięć DNA prow a
dzi do zmiany lokalizacji białka z ciał do miejsc uszkodzeń 
i asocjacji z RAD51 i jednoniciowym DNA, co sugeruje 
udział tego czynnika w naprawie DNA przez rekombinację 
homologiczną. Jak w przypadku wielu innych czynników 
naprawczych, także i to białko jest uwalniane z ciał PML w 
następstwie uszkodzeń DNA, co jasno wskazuje na udział 
tych ciał w regulacji jego aktywności [28].

CIAŁA PML A REGULACJA p53

Białko p53 reguluje wzrost, różnicowanie, starzenie ko
mórkowe, apoptozę i integralność genomu poprzez udział 
w regulacji replikacji DNA, napraw y uszkodzeń DNA i cy
klu komórkowego. Pod w pływem  stresu genotoksycznego 
ulega ono różnorodnym  modyfikacjom, takim jak fosforyla
cja, acetylacja czy sumoilacja, które prow adzą do zwiększe
nia jego poziomu i aktywności. Charakter tych modyfikacji 
zależy od rodzaju i stopnia uszkodzeń DNA. Zwiększenie 
poziomu p53 prowadzi do zatrzym ania cyklu komórko
wego i rozpoczęcia napraw y DNA. W przypadku, gdy ko
mórka nie może naprawić uszkodzeń DNA, uruchomiony 
zostaje proces apoptozy.

Białko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym dla co naj
mniej 30 różnych genów, jednym  z nich jest gen PML [29]. 
W w arunkach stresu genotoksycznego aktywowane białko 
Ras rekrutuje do ciał PML białko p53 oraz CBP. Tu aktyw 
ność proapoptotyczna p53 regulowana jest przez oddziały
wanie z izoformą IV PML oraz acetylotransferazą CBP. Po
wstaje przejściowy trimer: p53/PM L/CBP. Białko PML jest 
tu niezbędne dla prawidłowej acetylacji p53; acetylowana 
jest reszta lizyny 382, przez co p53 zostaje aktywowane jako 
czynnik transkrypcyjny [30,31].

W w arunkach wysokiego poziomu uszkodzeń DNA w 
białku p53 fosforylowane są reszty seryny: 15 i 20 przez ki
nazę CHK2 oraz reszty seryny 9 i treoniny 18 przez kinazę 
CK1 (także przy udziale białka PML-IV). Kinazy te również 
obecne są w  ciałach PML. Szereg procesów fosforylacji skut
kuje spadkiem powinowactwa białka M dm2 do p53. Do
datkowo kinaza ATM fosforyluje białko Mdm2 na reszcie 
seryny 395, promując jego degradację, a fosforylacja reszty 
treoniny 216 przez kompleks kinaza CDK2/cyklina A pro 
wadzi do związania tego białka przez ARF i jego translo- 
kację do jąderka przy jednoczesnym zablokowaniu aktyw 
ności ligazy E3 ubikwityny [8,31], Indukcja proapoptotycz- 
nych genów, takich jak PUMA  i BAX  jest silnie związana z
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fosforylacją seryny 46. Modyfikacja tego miejsca prowadzi 
do izomeryzacji p53 i ostatecznie oddysocjowania jego inhi
bitorów iASPP i Mdm2 [8],

Fosforylacja reszty seryny 46 białka p53 odbywa się za 
pośrednictwem kilku kinaz. W śród nich należy wyróżnić 
kinazę FIIPK2 (ang. homeodomain interacting protein kinase 2) 
ze względu na jej związek z ciałami PML. W prawidłowych 
w arunkach poziom tej kinazy jest niski dzięki działaniu za
leżnego od ubikwityny systemu degradacji. W obecności 
uszkodzeń DNA degradacja ITIPK2 jest ham ow ana przez 
ATM łub ATR. Wówczas kinaza ta lokalizuje się w  ciałach 
PML i fosforyluje resztę seryny 46 w p53 (Ryc. 2). Dodat
kowo HIPK2 wiąże acetylotransferazę CBP i w zm aga ace- 
tylację reszty lizyny 382, która konieczna jest do całkowitej 
aktywacji p53. HIPK2 może efektywnie fosforylować p53 
tylko w prawidłowych ciałach PML, w obecności funkcjo
nalnego białka PML, a praw dopodobnie także składnika 
ciał PML, białka SplOO. Ta modyfikacja p53 jest centralnym 
etapem  indukcji apoptozy przy udziale ciał PML [8],

JĄDERKO

STRUKTURA JĄDERKA

Jąderko jest najwcześniej zidentyfikowaną substrukturą 
jądra komórkowego. Początek badań nad jąderkiem przy
pada na wczesne lata XIX wieku. Jest to jądrowa domena 
łączona przede wszystkim z transkrypcją rDNA oraz kolej
nymi etapami biogenezy rybosomów: dojrzewaniem rRNA, 
składaniem kompleksów rybonukleinowych i ostatecznie 
— składaniem podjednostek rybosomalnych. Ze względu 
na tak podstawowe funkcje w komórce oczywistym wydaje 
się fakt, że jest to domena powszechna w całym królestwie 
organizm ów eukariotycznych [32,33] (Ryc. 3).

Jąderko jest obecne stale w jądrze komórki, ulegając dez
integracji tylko na czas jej podziałów. Rozpad jąderka w 
komórkach ssaków następuje w profazie podziałowej, nato
miast odtwarzane jest ono pod koniec mitozy. O dtwarzanie 
jąderka jest ściśle związane z obecnością tandem ow ych po
w tórzeń genów rRNA stanowiących organizator jąderkowy

(NOR). Na podstawie obrazu z mikroskopu elektronowego 
wyróżnia się trzy główne składniki jąderka: centra fibrylar- 
ne (FC) — charakteryzujące się obecnością rDNA i aparatu 
trans kry pcyjnego, gęsty składnik fibry larny (DFC) — w yra
żany obecnością nowo powstałego transkryptu oraz będą
cy miejscem dojrzewania rRNA, zawierający także obficie 
czynnik transkrypcyjny UBF oraz m.in. białka cyklu SUMO 
— SUMO-1 i Ubc-9 oraz składnik granularny (GC) — miej
sce składania podjednostek rybosomalnych [33].

JĄDERKO KOMÓRKI NOWOTWOROWEJ

Jąderka komórek now otworowych charakteryzują się 
większą średnicą oraz często nieregularnym kształtem. 
Podobny efekt obserwuje się w  komórkach prawidłowych 
egzogennie pobudzanych do intensywnych podziałów. 
Oczywistym wytłumaczeniem tego efektu jest wysokie za
potrzebowanie komórki na nowe białka, a w konsekwencji 
wysokie tempo produkcji rybosomów. Mechanizmy odpo
wiedzialne za kontrolę podziałów komórki oraz biogenezę 
i funkcjonowanie rybosomów są bezpośrednio sprzężone. 
Ponadto podwyższone tempo produkcji rybosomów wiąże 
się często ze zmianami jakościowymi w strukturze samych 
rybosomów, co pozwala mechanizmom translacyjnym na 
masową syntezę specyficznych białek, a takie niepraw idło
wości wiążą się z wysokim ryzykiem transformacji now o
tworowej [34],

JĄDERKO A USZKODZENIA I NAPRAWA DNA

Przez długi czas istniało przekonanie, iż jąderka są struk
turam i będącymi wyłącznie wyrazem  aktywnego procesu 
produkcji rybosomów, jednak współcześnie szereg badań 
zdaje się tem u przeczyć i rysuje jąderko jako domenę wielo
funkcyjną związaną także z całą gamą procesów nie mają
cych związku z biogenezą rybosomów. Zidentyfikowano w 
jąderku około 700 białek, z czego zdecydowanej większości 
(ok. 80%) nie przypisuje się udziału w  biogenezie ryboso
mów. Jąderko ma związek z takimi procesami jak dojrze
wanie białek jądrowych, transport mRNA, regulacja sene- 
scencji komórkowej, supresja nowotworowa oraz reakcja na

stres i uszkodzenia DNA, a także 
koordynacja napraw y DNA [10], 
Szereg doniesień wskazuje na 
udział jąderka w reakcji na czyn
niki uszkadzające DNA, zarów 
no w kierunku napraw y DNA 
jak i indukcji apoptozy (Tabela 
1) [35,36], Istnieje także ścisła 
zależność między jąderkiem a 
innymi domenami jądrowymi, 
takimi jak ciała PML czy ciała 
Cajala. Jąderko, podobnie jak 
inne domeny jądrowe, jest struk
turą o wysokiej dynamice. Duża 
część jąderkowych składników 
istnieje w  stanie ciągłej w ym ia
ny między jąderkiem a nukle- 
oplazmą i ciałami jądrowymi, a 
także niektóre czynniki z innych 
dom en jądrowych czasowo tra
fiają do jąderka. Jak jednak osza-

R ycina 3. Struktura jądra komórkowego, (a) Komórki człowieka (HeLa). Zaznaczono otoczkę jądrow ą oraz jąderka. (b) 
O braz trójwym iarowy jądra kom órkow ego z w yznakow aną koiliną i fibrylaryną. DNA w ybarw iono barw nikiem  DAPI 
(ang. 4'-6-dinmidino-2-pheni/lindole). W idoczne są ciała Cajala, jąderka, granule  interchrom atynow e i chrom atyna. Rycina 
pochodzi z pracy [64]; w ykorzystano ją za zgodą autora.
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Tabela 1. Zestawienie wybranych białek jąderkowych związanych z reakcją komórki na uszkodzenia DNA.

Białko Aktywność Niektóre białka oddziałujące Procesy kom órkow e
Głów na lokalizacja 
w ew nątrzjądrow a

ABH2 białko napraw y DNA i RN A
SLX4 (endonukleaza 
zaangażow ana w 
rekombinację i napraw ę DNA)

napraw a alkilacyjnych 
uszkodzeń DNA

nukleoplazm a, jąderko

ARF, p l4
regulator p53, p roduk t 
alternatyw nego 
składania genu p l6

ING I, Mdm2, B23, 
TOPOI, WRN

obróbka rRNA, supresja 
now otw orow a

jąderko, nukleoplazm a (po 
indukcji uszkodzeń DNA)

ATR
kinaza punktów  kontrolnych, 
detektor uszkodzeń DNA

BRCA1, p53, RPA1, 
WRN, NBS1

sygnalizacja uszkodzeń 
DNA, indukcja procesów  
napraw czych

jąderko, ciała PML, 
miejsca uszkodzeń DNA 
i zatrzym anej replikacji

B23, NPM1,
nukleofosmina,
numatryna

wielofunkcyjna 
fosfoproteina jąderkow a

ARF, BRCA1, M dm2
biogeneza i organizacja 
jąderka, regulacja apoptozy

szybka wym iana: jąderko / 
nukleoplazm a, centrosom y

BLM helikaza DNA
RAD51, RPA1, PML, p53, 
ATM, BRCA1, XRCC2, 
RAD50, MRE11

rekom binacja i nap raw a 
DNA, stabilność telom erów

jąderko, ciała PML, miejsca 
uszkodzeń DNA, kom pleks 
synaptonem alny, telom ery

Ligaza D N A  III ligaza DNA XRCC1 napraw a DNA (BER) jąderko

DNA-PKCS
podjednostka katalityczna kinazy WRN, p53, ATM, PCNA, 
białkowej zależnej od DN A BRCA1, MRE11, RPA1

sygnalizacja uszkodzeń 
DNA, napraw a DNA 
(NHEJ), regulacja 
aktyw ności telom erazy

nukleoplazm a, jąderko

FEN1 endonukleaza DNA CDK2, PCNA, WRN, BLM
replikacja i napraw a 
DNA (BER)

nukleoplazm a, jąderko

INGI supresor now otw orow y p53, PCNA, ARF
rem odelow anie chrom atyny, 
napraw a DNA

heterochrom atyna, jąderko

Ku70, XRCC6 helikaza DNA
Ku80 (XRCC5), WRN, 
MRE11, p53, JNK1,

napraw a DNA (NHEJ), 
składanie pre-mRN A, 
stabilność telom erów

jąderko, chrom atyna, granule 
interchrom atynow e

Ku80, XRCC5 helikaza DNA
Ku70 (XRCC6), WRN, 
PCNA, ATM, ATR

napraw a DNA (NHEJ), 
stabilność telom erów

jąderko, chrom atyna, granule 
interchrom atynow e

Mdm2 regulator p53, ligaza ubikw ityny
p53, PML, SUMO-1, 
PI ASI, RB1, ARF

regulacja odpow iedzi na 
stres i uszkodzenia DNA

nukleoplazm a, jąderko, ciała 
PML, miejsca uszkodzeń DNA

p53 supresor now otw orow y

Mdm2, BLM, BRCA1/2, 
RAD51, PML, ATM, 
WRN, RPA1, TOPOII, 
SUMO-1, SMN1

odpow iedź na stres i 
uszkodzenia DNA (regulacja 
na poziom ie białka i DNA)

nukleoplazm a, jąderko, 
ciała Cajala, ciała PML, 
miejsca uszkodzeń DNA

PARP1
polim eraza poli(ADP- 
rybozy), białko napraw cze

p53, kaspazy 3 i 7, TOPOI, 
WRN, XRCC1, PCNA

napraw a DNA 
(BER), składanie pre- 
mRNA, proteoliza

jąderko, chrom atyna, 
centrom ery, miejsca 
napraw y DNA

PML
wielofunkcyjna 
fosfoproteina jądrow a

Mdm2, DAXX, p53, 
SUMO-1, TopBPl, ATR

napraw a DNA, 
apoptoza, regulacja cyklu 
kom órkow ego i senescencja, 
supresja now otw orow a

ciała PML, jąderko, miejsca 
uszkodzeń DNA

RAD17 białko napraw y DNA ATR, ATM, RAD1 i 9, HUS1
replikacja, regulacja cyklu 
kom órkow ego, reakq'a 
na uszkodzenia DNA

chrom atyna, jąderko

RAD50
białko napraw y DNA, 
egzonukleaza

BRCA1, MRE11, 
NBS1, BLM, ATM

napraw a DNA 
(NHEJ), kontrola 
cyklu kom órkow ego, 
rekom binacja m ejotyczna, 
stabilność telom erów , 
hiperm utacje som atyczne

ciała PML, jąderko, miejsca 
replikacji i uszkodzeń 
DNA, telom ery
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RAD52 białko napraw y DNA
RAD51, RPA1, SUMO- 
1, Smc5, Smc6

rekom binacja i napraw a 
DNA, stabilność rDN A

miejsca uszkodzeń 
DNA, jąderko

RECQL4 helikaza DNA RAD51, UBR1/2, PARP1
rekom binacja i 
n apraw a DNA

jąderko, ciała PML, miejsca 
uszkodzeń DNA

SAP130, SF3b
m ała jądrow a
rybonukleoproteina, czynnik 
składania pre-m RN A

U ll/1 2 sn R N A , 
U2AF2, SMNDC1

składanie pre-m RN A , 
napraw a DNA, regulacja 
transkrypcji

nukleoplazm a, granule 
interchrom atynow e, jąderko

SM UGI glikozylaza uracylow a RBP, TRIP13 napraw a DNA (BER) jąderko, nukleoplazm a

SSRP1, FACT białko wiążące DNA
SR, CK2, helikaza DN A II, 
TOPOII, histon H 2A /B

detekcja uszkodzeń  DNA, 
regulacja transkrypcji 
i aktyw acja p53

chrom atyna, jąderko

cowano, zdecydowanie więcej cząsteczek opuszcza jąderko 
niż do niego trafia. Efekt taki jest szczególnie intensywny 
w komórce poddanej ekspozycji na czynniki uszkadzające. 
Pierwszą reakcją jąderka na czynniki stresotwórcze, takie 
jak wolne rodniki, jest natychmiastowe zatrzymanie synte
zy rRNA [35,36].

O ddziaływanie szeregu czynników stresotwórczych, jak 
ham owanie proteasomalne i transkrypcyjne, zaburzenie 
biogenezy rybosomów, szok cieplny czy uszkodzenia DNA 
prow adzi do natychmiastowej reorganizacji jąderka, której 
towarzyszy ruch cząsteczek zarówno do jąderka jak i z ją
derka do nukleoplazmy [36] (Ryc. 2). Uważa się, że jąderko 
jest, obok mitochondriów, jednym  z miejsc o najintensyw
niejszym przemieszczaniu cząstek w odpowiedzi na stres 
i uszkodzenia DNA [35], M uszą zatem istnieć specjalne 
mechanizmy warunkujące precyzyjne kierowanie białek 
do jąderka. W wielu białkach zidentyfikowano specyficzne 
sekwencje odpowiadające za taką lokalizację — sygnał lo
kalizacji jąderkowej (NoLS). W przeciwieństwie do sygnału 
lokalizacji jądrowej, mechanizm translokacji do jąderka nie 
został jednoznacznie sprecyzowany. Spekuluje się, że przy
najmniej w  przypadku części białek opiera się on na oddzia
ływaniu między sekwencją NoLS białka translokowanego, 
a białkiem B23 — nukleofosminą, które to białko pełni być 
może funkcję transportera do jąderka [37].

Nukleofosminą (NPM, B23, numatryna) obficie wystę
puje w  składniku granularnym jąderka (GC). Podlega fos
forylacji w  cyklu komórkowym, od fosforylacji też zależy 
kinetyka tego białka. Jest fosforylowana przez kinazy CK1 
i CK2. Mutacja w  genie NPM  leży u podłoża jednej trzeciej 
przypadków  ostrej białaczki szpikowej. Poza tym NPM w 
formie fuzyjnej N PM /R A R a występuje w  części białaczek 
promielocytowych, a fuzyjny produkt mutacji lokalizuje się 
w  jąderku [34].

W przypadku wielu białek transport m iędzy jąderkiem i 
nukleoplazm ą jest prawdopodobnie związany z przyłącza
niem przez białko GTP. Na przykład związanie GTP przez 
nukleosteminę pozwala jej na oddziaływanie z innymi ją- 
derkowym i białkami i na translokację do jąderka. Odłącze
nie GTP powoduje z kolei pow rót tego białka do nukleopla
zmy. Prawdopodobnie mechanizm ten dotyczy dużej grupy 
białek. Ponadto obniżenie poziomu GTP w komórce może

aktywować kinazy JNK1 i JNK2, biorące udział w  urucha 
m ianiu m echanizm ów odpowiedzi na stres. Świadczyć to 
może o związku m iędzy poziomem GTP w komórce a ru 
chami cząsteczek na osi jąderko — nukleoplazma. Poza tym 
kinaza JNK2 fosforyluje czynnik transkrypcyjny polimera- 
zy RNA I -  TIF-IA, blokując w ten sposób syntezę rRNA w 
komórce w w arunkach stresu [37,38],

Spektakularnym  przykładem  rearanżacji dom en jądro
wych jest reakcja jądra kom órkowego na zaham owanie 
transkrypcji. Jest to proces fizjologiczny, energozależny, 
a segregacja składników, która w tedy następuje, dotyczy 
zarówno wielu składników jąderka jak i innych ciał jądro
wych. Konsekwencją takiej rearanżacji jest zmiana struk tu 
ry typowego jąderka w złożoną formę, na którą składa się 
ciało centralne oraz kilka typów czapeczek jąderkowych, 
różniących się składem. Czapeczki te stanowią odrębne 
struktury w ieloskładnikowe i znajdują się w bezpośrednim  
sąsiedztwie ciała centralnego jąderka. Część składników ją
derkowych ulega przemieszczeniu do czapeczek, niektóre 
elementy (zwłaszcza ze składnika granularnego jąderka) 
trafiają do nukleoplazmy. W czapeczkach ponadto znajdują 
się niektóre kom ponenty ciał Cajala: koilina, Sm czy scaR- 
NA (ang. smali Cajal body-specific R N A ) — małe RNA specy
ficzne dla ciał Cajala oraz ciał PML (PML, SplOO) (Ryc. 2). 
Proces ten nie jest przypadkow y; podlega precyzyjnej kon
troli. Świadczy to o ścisłym funkcjonalnym związku między 
tymi dom enam i [39,40].

Struktury przyjąderkow e zaobserwowano także w  ko
mórkach poddanych działaniu promieniowania UV-C 
(Ryc. 2). Towarzyszył tem u rozpad ciał PML i przem iesz
czenie części ich składników  w okolice jąderka, gdzie w raz z 
innymi cząsteczkami tworzyły one charakterystyczne jąder- 
kowe czapeczki. Inne czynniki genotoksyczne jak prom ie
niowanie jonizujące czy chemioterapeutyki dawały nieco 
inne efekty, aczkolwiek w  każdym  przypadku powstawały 
struktury zawierające składniki zarówno jąderka jak i ciał 
PML. Białko PML może być w w arunkach stresu efektyw
nie kierowane do jąderka. Dokładniejsze analizy pozwoliły 
ustalić, iż stres genotoksyczny prow adzi do akumulacji w 
jąderku trzech izoform białka PML: I, IV i V, przy czym naj
obficiej występującą i najistotniejszą w  tym  zjawisku w y d a 
je się być izoforma I PML. W C-końcowym fragmencie PML 
-I zidentyfikowano sygnał lokalizacji jąderkowej (NoLS), a
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obecność w  komórce tego w ariantu jest niezbędna, aby w 
jąderku można było zaobserwować PML [41].

Rybosomalne białko „S27-like" (RPS27L) jest bezpośred
nio aktywowane przez białko p53 na poziomie transkrypcji. 
Po indukcji uszkodzeń DNA białko to częściowo kolokali- 
zuje z fosforylowanym histonem y-H2AX. Białko RPS27L 
bierze udział w odpowiedzi na uszkodzenia DNA przez 
m odulowanie systemów naprawczych, jak i punktów  kon
trolnych cyklu komórkowego. Poza tym przeciwdziała in
dukcji apoptozy na drodze zależnej od p53. Funkcje te pełni 
przynajmniej częściowo razem z innym białkiem odpow ie
dzi na uszkodzenia DNA — p21 [42].

Endonukleaza Flap 1 (FEN1) jest białkiem o ważnej roli w 
procesie replikacji (wycinanie starterów), a także w napra 
wie DNA przez wycinanie zasad (BER) i napraw ie pęknięć 
dwuniciowych przez niehomologiczne łączenie końców 
(NHEJ). Rozpoznaje specyficzne struktury przestrzenne w 
DNA niezależnie od ich sekwencji. W ten sposób usuwa 
zawady przestrzenne w DNA i w konsekwencji umożliwia 
dalszy postęp widełek replikacyjnych. Delecja genu FEN1 
skutkuje wysoką podatnością komórki na uszkodzenia 
DNA. W śród białkowych partnerów endonukleazy FEN1 
są m.in. helikaza WRN i białko PCNA (ang. proliferating celi 
nuclear antigen). Ważną rolą FEN1 wydaje się być jej udział 
w stabilizacji genów rDNA w w arunkach stresu. Ekspozy
cja na promieniowanie UV stymuluje wyraźną jąderkową 
akumulację tego białka, co wynika z jego fosforylacji indu 
kowanej działaniem UV [43].

Geny rDNA, ze względu na charakter tandem owych 
sekwencji powtórzonych jak i wysokie tempo transkrypcji 
oraz specyficzną lokalizację w jądrze są szczególnie narażo
ne na nieuprawnioną rekombinację homologiczną. D w uni
ciowe pęknięcia DNA w obrębie tych sekwencji skutkować 
mogą poważnym i konsekwencjami. W edług nowych do
niesień istnieją mechanizmy, które skutecznie zabezpiecza
ją komórkę przed destabilizacją genetyczną rDNA. Uszko
dzenia w obrębie tych genów są naprawiane na zewnątrz 
jąderka; następuje wypętlenie uszkodzonego fragmentu do 
nukleoplazmy i dopiero tu aktywowane są mechanizmy 
naprawcze (Ryc. 4). W ażnym czynnikiem zaangażow anym  
w ten proces jest białko Rad52, którego aktywność regu
lowana jest przez sumoilację. Zablokowanie tego procesu 
prowadzi do hiperrekombinacji rDNA, tak więc modyfi
kacja ta zdaje się stanowić element koordynacji tego typu 
napraw y w odpow iednim  miejscu i czasie [44-46], Ważna 
jest tu także obecność białek Smc5-Smc6 biorących udział 
w naprawie DNA przez rekombinację homologiczną oraz 
niehomologiczne łączenie końców (NHEJ). Dimer Smc5- 
Smc6 ma aktywność ligazy E3 w cyklu SUMO, wykazującej 
specyficzność substratową w stosunku do szeregu białek 
naprawczych. Dimer ten występuje też obficie na zakończe
niach telomerów, co pozwala przypuszczać, że może brać 
udział również w analogicznym procesie — regulacji ak
tywności białek naprawczych na telomerach i ew entualnym  
wypętlaniu uszkodzonych fragmentów w celu niezaburzo- 
nej, kontrolowanej napraw y DNA [45,46],

W yraźny związek z jąderkiem występuje w  przypadku 
helikazy RECQL4 [47], Oddziałuje ona m.in. z ligazami ubi-
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Rycina 4. Pow stawanie pozająderkow ych miejsc napraw y w reakcji kom órki na 
dw uniciow e pęknięcia rDNA u  drożdży Saccharomyces cerevisiae (wg [46] zm o
dyfikowane). Skróty występujące na  rycinie: RPA (ang. replication protein A) — 
białko biorące udział w replikacji i n apraw ie DNA; Rad52, Rad51, Rad59, Rad55- 
Rad57, Rad54 — białka napraw y DNA przez rekombinację hom ologiczną, Rdh54 
— białko biorące udział w  rekombinacji i napraw ie DNA u drożdży, hom olog 
RAD54b.

kwityny: UBR1 i UBR2, a także z białkiem RAD51. Natura 
tych oddziaływ ań nie jest znana. W warunkach fizjologicz
nych RECQL4 w większości występuje w nukleoplazmie, w 
niewielkim zaś stopniu także na terenie jąderka. Poddanie 
komórki stresowi oksydacyjnemu powoduje wyraźną aku 
mulację jąderkową tego białka. Reakcji takiej nie obserwuje 
się w innych typach czynników uszkadzających, jak pro 
mieniowanie jonizujące, UV czy etopozyd. Czynniki te z 
kolei wyzwalają reakcję helikazy WRN (Ryc. 2). Nadtlenek 
w odoru zwiększa akumulację RECQL4 w jąderku dw ukro t
nie, a antybiotyk -  streptonigryna nawet 46-krotnie. Stano
wi to w yraźny dow ód na to, iż reakcja helikazy RECQL4 jest 
specyficznie indukow ana stresem oksydacyjnym. RECQL4 
oddziałuje ponadto z białkiem PARP-1 -  polimerazą poli- 
(ADP-rybozy), oddziałującą również z WRN [48], Białko 
PARP-1 jest aktywowane po indukcji pęknięć DNA. O dgry
wa ważną rolę w naprawie przez wycinanie zasad (BER). 
PARP-1 wraz z PARP-2 mają kilku wspólnych partnerów 
białkowych związanych bezpośrednio z napraw ą DNA: 
XRCC1, polimerazę DNA (3, ligazę DNA III. Jest możliwe, 
że PARP-1 współdziała z RECQL4 w  odpowiedzi na uszko
dzenia spow odow ane wolnymi rodnikami. Białka PARP-1 
i -2 oddziałują również z nukleofosminą i nukleoliną, biał
kami typowo jąderkowymi. Mają one sygnały lokalizacji 
jądrowej i jąderkowej; akumulują w jąderku niezależnie od 
siebie. Mutacja w sekwencji NoLS znosi zdolność asocjacji 
tych białek z nukleofosminą. Uważa się, że białka PARP-1 i 
-2 w jąderku odpowiadają za stabilizację rDNA [48],

Nukleofosminą należy do białek wczesnej odpow iedzi 
na stres. Jej ekspresja znacznie wzrasta tuż po ekspozycji 
komórki na promieniowanie UV i w pływ a na poziom eks
presji kolejnych białek, jak np. PCNA, który m.in. odgryw a 
rolę pomocniczą w naprawie DNA jako czynnik zwiększa
jący procesywność polimerazy DNA 5 / e. Poziom NPM  w 
komórce determinuje dalsze losy komórki po uszkodzeniu 
DNA, a więc kieruje komórkę ku efektywnej naprawie, 
bądź w  stronę apoptozy [49-51].
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ZWIĄZEK JĄDERKA Z APOPTOZĄ

Jąder ko, podobnie jak mitochondria, należy do central
nych punktów  związanych z regulacją i indukcją apoptozy. 
W w arunkach stresu w jąderku pojawia się białko Mdm2, 
najważniejszy czynnik negatywnej regulacji p53. Zmiana lo
kalizacji skutkuje zwiększeniem puli wolnego p53 w jądrze, 
co wiąże się z aktywacją tego białka. Z p53 oddziałuje też 
nukleostemina, jąderkowe białko o ważnej roli w  kom ór
kach macierzystych, a także w nowotworach. Bierze udział 
w regulacji cyklu komórkowego (progresja z fazy G1 do S 
i z G2 do fazy M). Prawdopodobnie bierze także udział w 
regulacji dojrzewania rRNA. Jak udowodniono, nukleoste
mina oddziałuje bezpośrednio z białkiem p53, a także ARF 
-  hamując ich aktywność. W komórkach tkanek ulegających 
regeneracji (np. po utracie kończyny przez traszkę) obser
wuje się silny wzrost ekspresji nukleosteminy, czemu to
warzyszy wznowienie podziałów komórek już zróżnicowa
nych. Podobny efekt obserwuje się w części nowotworów, 
co jednoznacznie potwierdza udział tego białka w regulacji 
podziałów komórki [32].

Do jąderka po ekspozycji komórki na promieniowanie 
UV przemieszcza się supresor now otw orow y — INGI (ang. 
inhibitor of growth family, member 1) (Ryc. 2). Tu oddziałuje z 
jąderkowym  białkiem związanym z supresją nowotworową 
ARF (ang. alternate readingframe), a nadprodukcja ARF skut
kuje zm ianą lokalizacji INGI do jąderka, co wskazuje na bez
pośrednią zależność między tymi czynnikami. ARF może 
wiązać M dm2 i w ten sposób stabilizować p53 [35]. Także 
nukleofosmina związana jest ze zmianą lokalizacji ARF do 
jąderka, gdzie najprawdopodobniej zachodzi bezpośrednia 
asocjacja tych białek. Promieniowanie UV prow adzi do dy- 
socjacji tych czynników; nukleofosmina przemieszcza się 
do nukleoplazm y i bezpośrednio wiąże Mdm2. Nukleofo
smina jednak ma także zdolność negatywnej regulacji syn
tezy p53 i jest w stanie skutecznie ograniczyć poziom syn
tezy p53 w komórkach z nadprodukcją tego białka. Uważa 
się zatem, że nukleofosmina w w arunkach fizjologicznych 
działa supresorowo na apoptozę zależną od p53. Natomiast 
w w arunkach, gdy uszkodzenia są zbyt silne, by mogły ulec 
efektywnej naprawie, pozwala na indukcję procesu apopto
zy. Ostateczny los komórki zależy więc od stosunku ilościo
wego powyższych czynników, a praw idłow a ich synteza i 
dystrybucja stanowi precyzyjny mechanizm decydujący o 
kierunku reakcji komórki na uszkodzenia DNA. W kom ór
kach now otworowych wysoki poziom syntezy nukleofo- 
sminy może być jednym z czynników uodparniających je 
na apoptozę, skutecznie przeciwdziałając aktywacji białka 
p53. Co ciekawe, także białko PML ulega translokacji do 
jąderka w warunkach stresu. Jest to proces niezależny od 
ARF, zachodzi natomiast oddziaływanie z innym białkiem 
jąderkow ym  — LII, efektem czego jest również sekwestra- 
cja M dm2 w  jąderku i aktywacja p53 [49-51],

CIAŁA C AJ AL A

Ciała Cajala zaobserwował po raz pierwszy w 1903 r. 
hiszpański neurolog Santiago Ramony Cajal, podczas ba
dań układu nerwowego szczura. Używając techniki sre
browej do kontrastowania błon komórkowych komórek 
nerwowych zaobserwował on w okolicy jąderka niewielkie

ciemne punkty, które nazwał ciałkami dodatkowym i (jąder
ka). Z biegiem lat stwierdzono ich obecność w innych ty 
pach komórek u różnych taksonów; początkowo nie u tożsa
miane ze sobą przybierały różne nazwy (Binnekórper, ciałka 
kłębuszkowate). W przeciwieństwie do ciał PML, w ystępu
jących wyłącznie w  komórkach wyższych kręgowców, ciała 
Cajala powszechne są zarówno wśród roślin jak i zwierząt, 
w oocytach płazów i ow adów  oraz u drożdży [52-55].

Struktura ich w obrazie z mikroskopu elektronowego 
przypom ina grupę zasocjowanych ze sobą gęstych kłębków 
poprzedzielanych materiałem o niższej gęstości. Średnica 
(od ok. 0,2 pm  do ponad 2 pm) i liczba ciał jest zmienna i 
zależy od typu komórki, fazy cyklu komórkowego i aktyw 
ności metabolicznej jądra.

Ciała Cajala związane są m.in. z biogenezą rybonukle
inowych czynników składania pre-mRNA, tworzeniem 
trimerów U 4/U6*U5 i ich regeneracją po cyklu składania 
pre-mRNA, a także z modyfikacją jąderkowych snoRNA. Z 
modyfikacjami RNA związane są specyficzne dla ciał Caja
la — scaRNA. Ciała Cajala są ściśle związane z jąderkiem, 
o czym świadczy obecność w ciałach wielu składników 
jąderka, takich jak: fibrylaryna, N oppl40, NAP57 (DKC1) 
czy rybosomalne białko S6. Mimo, że zidentyfikowano w 
nich poli(A)RNA, brak nowo powstałego transkryptu czy 
kluczowych czynników składania (SR, SC35), wyklucza ich 
bezpośredni udział w procesie transkrypcji czy w pierw 
szych zasadniczych etapach obróbki pre-mRNA [55]. Biorą 
udział w transkrypcji genów histonów (asocjacja ciał z locus 
genów histonów), a także w dojrzewaniu mRNA histonów.

M arkerowym białkiem ciał Cajala jest białko p80 — ko- 
ilina. Jest to wielofunkcyjna fosfoproteina, oddziałująca z 
całym szeregiem partnerów białkowych, występująca ob
ficie w różnych obszarach komórki (także w cytoplazmie). 
Podobnie jak w przypadku białka PML, obecność koiliny 
nie jest konieczna dla przeżycia komórki czy rozwoju or
ganizmu — myszy pozbawione tego białka rozwijają się 
prawidłowo i mogą się rozmnażać. Ciała Cajala biorą też 
udział w regulacji cyklu komórkowego. Znajdują się w nich 
kompleksy kinazy C dk2/cykliny E, a także związane z nimi 
białko NPAT (ang. nuclear protein, ataxia-telangiectasia locus), 
biorące udział w  biogenezie histonów [52-55].

UDZIAŁ CIAŁ CAJALA W INDUKCJI APOPTOZY

Istnieją dow ody świadczące o funkcjonalnym zw iązku 
ciał Cajala z ciałami PML. Często w jądrze część ciał obu 
typów  w ykazuje przejściowe asocjacje. Białko ciał Cajala
— koilina (p80) bezpośrednio w iąże ligazę E3 cyklu SUMO
— PIASy — w ażny składnik ciał PML. Usunięcie fragm en
tu genu PIASy kodującego m otyw  odpow iedzialny za 
asocjacje PIASy z koiliną znacznie redukuje efekt asocjacji 
m iędzy tymi ciałami [56], N iedaw no stw ierdzono również 
obecność w ciałach Cajala w neuronach ssaków enzym u 
E2 cyklu SUMO — białka UBC9. Co więcej, w w arunkach 
stresu osmotycznego i ham ow ania metylotransferaz w 
ciałach Cajala przejściowo lokalizuje SUMO-1. Ponadto 
zidentyfikowano w koilinie i białku SMN (ang. survival of 
motoneurons) zw iązanym  z atrofią m ózgow o-rdzeniow ą, 
miejsca sumoilacji. Sumoilacja białek może mieć zw iązek z
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reorganizacją tych dom en w odpow iedzi na stres i uszko
dzenia DNA [57], Reakcje takie zaobserw ow ano, pod d a 
jąc kom órki działaniu prom ieniow ania UV. Podobnie jak 
jąderko i ciała PML, także ciała Cajala pod w pływ em  UV 
ulegają szybkim  i ukierunkow anym  rearanżacjom (Ryc. 2). 
Część składników  zostaje z ciał uw olniona i przemieszcza 
się do innych miejsc w  jądrze, pozostałe tw orzą szczątko
wą pozostałość ciał Cajala. Towarzyszy tem u formowanie 
kom pleksów  zawierających koilinę i aktyw ator proteaso- 
malny PA28y, który wydaje się być dla tej reakcji kluczo
wy [58],

W ażnym  składnikiem  ciał Cajala jest w spom niany  
już kom pleks białkow y SMN, pełniący funkcję w doj
rzew an iu  rybonukleinow ych czynników  sk ładania  pre- 
mRNA. Kom pleks SMN składa się z białka SMN1 oraz 
kilku białek G em in (1-7). Mutacja w  genie S M N  leży u 
podstaw  ciężkiego schorzenia o charakterze neurodege- 
neracyjnym  — rdzeniow ej atrofii mięśni SMA (ang. spi
nał muscular athrophy), co p row adzi do degeneracji n eu 
ronów  rogów  brzusznych rdzenia  kręgow ego, następnie  
do atrofii mięśni i ostatecznie śmierci [59], P raw idłow e 
białko SMN1 w kom órkach nerw ow ych ma właściwości 
czynnika antyapoptotycznego, natom iast u tra ta  7 eksonu 
i m utacja w  odcinku C-końcowym  prow adzi do apop to 
zy. W ydaje się, że p raw id łow a funkcja tego białka jak też 
p rzyczyna choroby, zw iązana jest p rzede w szystk im  ze 
zdolnością do autoasocjacji i dimeryzacji. P onadto  biał
ko SMN1 posiada zdolność do bezpośredniego o ddz ia 
ływ ania z białkiem  p53, a mutacja w genie S M N  leżąca 
u p odstaw  zespołu SMA w iąże się z brakiem  asocjacji 
SMN-p53. W praw id łow ych kom órkach endogenna ak 
tywacja p53 p row adzi do lokalizacji w ciałach Cajala za 
rów no SMN1 jak i p53. Z kolei w kom órkach pacjentów  z 
zespołem  SMA po aktywacji p53 lokalizuje w  jąderku, a 
brak jest tego białka w ciałach Cajala, co sugeruje, że m e
chanizm  obum ierania  neuronów  wiąże się z nadm ierną 
dostępnością biologiczną aktyw nego p53 i w  konsekw en
cji indukcją apoptozy  [60], Także w yciszenie genu SM N  
p rzez interferencję RNA pow oduje degradację neuronów , 
a w prow adzen ie  inhibitora kaspaz zatrzym uje apoptozę 
[61]. Podane informacje wskazują na istotną rolę ciał Ca
jala w  regulacji żyw otności kom órek, a jeden z istotnych 
kom ponen tów  tych ciał -  kom pleks SMN w ydaje się być 
kolejnym w ażnym  ogniw em  sieci oddzia ływ ań  decydują 
cych o losie komórki.

Innym  składnikiem  ciał Cajala, zw iązanym  z apopto- 
zą, jest białko FLASH (ang. FLICE-associated huge protein). 
Białko to w ystępuje w  ciałach Cajala obficie, aczkolwiek 
obecność jego stw ierdzono także w ciałach PML. P ierw ot
nie z identyfikow ane zostało jako elem ent szlaku indukcji 
apoptozy  drogą receptorow ą — jako czynnik oddz ia łu 
jący z FLICE (ang. FADD-homologous ICE/CED-3-like pro- 
tease), k tóry stanow i w ażne ogniw o w tym  szlaku. D o
kładny m echanizm  działania tego białka w  indukow aniu  
apop tozy  nie został ostatecznie i zgodnie przyjęty [62], 
Jako elem ent ciał PML z kolei FLASH oddziałuje z biał
kiem  SplOO. P raw dopodobnie  aktywacja receptora CD95 
pow oduje uw olnienie FLASH z ciał jądrow ych i translo- 
kację do cytoplazm y, gdzie spełnia swoją rolę w  w yzw a
laniu apoptozy  [63],

PODSUMOWANIE

Ciała PML są jednym  z wielu ogniw w reakcji komórki 
na uszkodzenia DNA. Ciała te, to dynamiczne kompleksy, 
będące kom órkowym i magazynami wielu białek, których 
aktywność i lokalizacja regulowane są przez modyfikacje 
potranslacyjne zachodzące w dużym  stopniu w obrębie 
tych kompleksów. W ciałach PML grom adzone są nie tylko 
białka napraw y DNA, ale również cząsteczki jednoniciowe- 
go DNA powstające w  trakcie napraw y DNA. M ożna uznać 
więc, że ciała PML są aktywnymi miejscami metabolizmu 
uszkodzonego DNA.

Dwie powszechne w komórkach eukariotycznych dom e
ny jądrowe: jąderka oraz ciała Cajala, kojarzone są w dużej 
mierze z metabolizmem RNA oraz biogenezą rybosomów. 
Jak wynika z najnowszych badań, mogą być one także w aż
nymi ogniwami w reakcji komórki na uszkodzenia DNA. 
Liczne informacje z ostatnich kilku lat wskazują, że jąderko 
pełni jedną z głównych funkcji w  tych procesach. Badania 
proteomiczne pokazują, że w obrębie jąderka występuje 
szereg białek pełniących kluczowe role w  reakcji komórki 
na uszkodzenia DNA. Na podstawie najnowszych badań 
przypuszczać można, że ciała Cajala także m ogą uczestni
czyć w powyższych procesach, aczkolwiek wydaje się, że 
jest jeszcze zbyt wcześnie na konstrukcję spójnego m ode
lu reakcji komórki na uszkodzenia DNA z udziałem  ciał 
Cajala. Jąderko, podobnie jak omawiane wcześniej ciała 
PML, uznać m ożna zatem za czuły sensor uszkodzeń DNA, 
w którym decydują się przyszłe losy komórki, a więc czy 
pozostanie ona przy życiu, czy też skierowana zostanie na 
drogę apoptozy. Rola ciał Cajala w tych procesach stanowić 
może wyzwanie i cel kolejnych badań.
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ABSTRACT

All cells of hum an organism are continuously damaged, and a damage of the genetic material can be especially dange
rous. The reaction of the cell to DNA damage is a complex process, which includes damage signaling, repair, apoptosis or 
cell death. It is connected with serious changes in the cell nucleus, which are caused by posttranslational modifications and 
dynamic relocalizations of proteins as well as alterations in the expression of many genes. These changes are not limited to 
the sites of DNA damage, but involve whole cell nucleus, including its domains: PML bodies, nucleolus and Cajal bodies.
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Termodynamiczne aspekty oddziaływania  
niskocząsteczkowych ligandów z D N A

STRESZCZENIE

D NA jest celem molekularnym dla w ielu  antybiotyków oraz leków przeciwnowotwo- 
rowych i przeciwwirusowych. Coraz pełniejsze poznanie genomu człowieka stwarza 

unikalną możliwość stworzenia w  niedalekiej przyszłości nowej generacji leków o korzyst
niejszych właściwościach terapeutycznych, których mechanizm działania polegać będzie  
na wybiórczym blokowaniu wybranych genów, w  tym genów odpowiedzialnych za trans
formacje nowotworowe i niekontrolowany wzrost komórek nowotworowych. Wymaga to 
jednak poszerzenia wiedzy na temat wybiórczego oddziaływania niskocząsteczkowych li
gandów z określonymi sekwencjami DNA. Jedną z dróg uzyskania takich informacji jest ter
modynamiczny opis kompleksów ligand-DNA. Rozwój technik pomiarów mikrokaloryme- 
trycznych pozwala na bezpośrednie i precyzyjne wyznaczenie profilu termodynamicznego 
procesu powstawania kompleksu. Uzyskanie pełnego profilu termodynamicznego pozwala 
określić udział poszczególnych rodzajów oddziaływań w trwałości, strukturze i selektywno
ści powstających kompleksów.

WPROWADZENIE

Coraz pełniejsze poznanie genom u człowieka stwarza unikalną możliwość 
wybiórczego blokowania w ybranych genów, w tym genów odpowiedzialnych 
za transformacje nowotworowe i niekontrolowany wzrost komórek now otw oro
wych. Uważa się, że najskuteczniejszym sposobem wyciszenia aktywności nie
pożądanych genów jest uniemożliwienie ich ekspresji na jak najwcześniejszym 
etapie poprzez zablokowanie sekwencji promotorowych. Regulacja na dalszych 
etapach, np. poprzez blokowanie lub degradację mRNA, może być dużo mniej 
skuteczna. Wybiórcze zablokowanie genów zaangażowanych w podstawowe 
procesy podziału komórkowego przez specyficznie wiążące się z nimi ligandy 
spowoduje zatrzymanie podziałów komórkowych, co jest szczególnie ważne nie 
tylko w terapii przeciwnowotworowej, ale również przeciw wirusów ej.

Nasuwającym się podejściem w tak zaprojektowanej terapii jest zastosowanie 
krótkich, syntetycznych fragmentów jednoniciowego DNA o odpowiednio dobra
nej sekwencji. Oligonukleotydy po dotarciu do wnętrza komórki mogą bowiem 
tworzyć silne i trwałe kompleksy zarówno z dwuniciowym DNA jak i jednonicio- 
w ym  RNA wpływając na ekspresję genów na różnych poziomach [1], Informacje 
na temat prób zastosowania takich cząsteczek w terapii szeregu chorób pojawiły 
się w  literaturze już w latach 70. ubiegłego stulecia [2]. Możliwe jest zaprojekto
wanie oligonukleotydów o takiej wielkości i sekwencji, że wiązać się będą silnie 
i selektywnie jedynie z sekwencjami promotorowymi zasad w podwójnej helisie 
DNA [1], Nadzieje związane z oligonukleotydami antysensowymi okazały się jed
nak zbyt optymistyczne. Krótkie fragmenty jednoniciowego DNA wprowadzone 
do organizmu ulegają bowiem szybkiej degradacji przez nukleazy obecne w  su
rowicy. Ich średni okres półtrwania jest krótszy niż 15 min [3], co uniemożliwia 
dotarcie związku do jego celu molekularnego. Zastosowane modyfikacje chemicz
ne zabezpieczające przed działaniem enzymów wpływają niekorzystnie na i tak 
trudny transport oligonukleotydów przez błony komórkowe. Zdolność do wiąza
nia się z określonymi sekwencjami DNA wykazują również niektóre białka. Przy 
próbach wykorzystania białek jako potencjalnych leków przeciwnowotworowych 
występują również problemy z ich transportem i trwałością [4],

Niskocząsteczkowe ligandy zdolne do wybiórczego wiązania się z wybrany
mi, krótkimi sekwencjami par zasad są zatem obiecującą alternatywą zarówno 
klasycznych leków przeciwnowotworowych, jak i oligonukleotydów antysen- 
sowych. Aktualny stan wiedzy na tem at takich ligandów jest jednak niezado
walający i wymaga intensywnych badań eksperymentalnych w celu ustalenia 
elementów struktury odpowiedzialnych za selektywne wiązanie się z w ybra
nym i sekwencjami oraz określenia oddziaływ ań fizykochemicznych odpow ie
dzialnych za trwałość tych kompleksów.
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O ddziaływanie różnorodnych niskocząsteczkowym li- 
gandów  z DNA jest obecnie intensywnie badane w  wielu 
laboratoriach na całym świecie [5]. Centralnym  celem jest 
uzyskanie informacji nie tylko na temat struktury  kom plek
sów ligand-DNA i dynamiki tworzenia tych kompleksów, 
ale także wyznaczenie param etrów  term odynam icznych 
procesu. Zastosowanie pom iarów term odynam icznych dla 
scharakteryzowania oddziaływ ań niskocząsteczkowych li- 
gandów z DNA stwarza możliwość uzyskania informacji na 
temat udziału poszczególnych typów  oddziaływ ań w cał
kowitej zmianie entalpii swobodnej towarzyszącej u tw orze
niu kom pleksu związku z DNA. Informacja na tem at tego, 
jakie człony składają się na całkowitą zmianę entalpii sw o
bodnej pozwala ocenić, który fragment struktury  związku 
odpow iada za jego zdolność do selektywnego oddziaływ a
nia z w ybraną sekwencją DNA.

SPOSOBY ODDZIAŁYWANIA 
NISKOCZĄSTECZKOWYCH LIGANDÓW Z D NA

O dkąd poznano budow ę i rolę kwasów nukleinowych 
w żywych organizmach rozpoczęto badania zmierzające do 
wyjaśnienia w pływ u różnorodnych substancji chemicznych 
na ich strukturę i aktywność. Jednym z w ażnych aspektów 
okazało się poznanie mechanizmu rozpoznaw ania specy
ficznych sekwencji podwójnej helisy DNA przez biopolime
ry oraz związki niskocząsteczkowe.

Rozróżniamy dwa podstaw ow e mechanizmy oddziały 
wania substancji chemicznych z dw uniciow ym  DNA:

1. związki posiadające odpow iednie grupy  funkcyjne (sub
stancje bogate w elektrony, nukleofile, bądź  substancje z 
niedoborem  elektronów, elektrofile) mogące tw orzyć ad- 
dukty z DNA poprzez w iązania kowalencyjne;

2. DNA posiada wiele miejsc zdolnych do tw orzenia sil
nych oddziaływ ań fizykochemicznych. M ożliwe jest więc 
pow staw anie w zględnie trwałych, niekowalencyjnych 
kom pleksów  DNA z ligandam i o odpow iednich właści
wościach.

Ponadto, przyjmuje się powszechnie, że w arunkiem  
utworzenia kowalencyjnego adduktu  z DNA jest wcześniej
sze powstanie kompleksu niekowalencyjnego.

Wyróżniamy dw a podstawowe sposoby niekowalencyj
nego oddziaływania niskocząsteczkowych związków che
micznych z DNA zaprezentowane schematycznie na Ryc. 1: 
interkalacja oraz wiązanie w małym rowku DNA [6]. Procesy 
te mogą być poprzedzone oddziaływaniami elektrostatycz
nymi, które ułatwiają dotarcie związków w  pobliże podwój
nej helisy DNA. W celu racjonalnego projektowania nowych 
ligandów zdolnych do specyficznego oddziaływania z DNA 
niezbędne jest dokładne zrozumienie sposobu, w  jaki czą
steczki rozpoznają sekwencję i wiążą się z DNA.

INTERKALACJA

Interkalacja została po raz pierwszy opisana przez Ler- 
mana [7] w  roku 1961. Typowe interkalatory to związki
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R ycina 1. Sposoby niekowalencyjnego oddziaływ ania  ligandów  z DNA. A — 
wiązanie w  row ku, B — interkalacja.

posiadające płaski, skondensowany układ pierścieni aro
matycznych lub heteroaromatycznych, który może wnikać 
pom iędzy sąsiednie pary zasad w helisie DNA. Struktury 
w ybranych interkalatorów, bromku etydyny oraz sangu- 
inaryny, przedstawiono na Ryc. 2. Powstający w ten sposób 
kompleks jest stabilizowany przez oddziaływania typu  n-n 
płaskich układów  aromatycznych z układam i arom atycz
nymi zasad. Interkalacja powoduje zmiany w  strukturze 
DNA, skutkujące rozwinięciem helisy, jej usztyw nieniem  
oraz wydłużeniem  [8].Większość klasycznych interkalato
rów tworzy najtrwalsze kompleksy pom iędzy param i zasad 
GC, chociaż znane są również interkalatory o innych prefe
rencjach [9].

Oprócz klasycznych interkalatorów znane są związki o 
bardziej skomplikowanym mechanizmie oddziaływ ania z 
DNA. Interkalacja odgrywa w tym mechanizmie kluczową 
rolę jednakże specyficzna budow a ligandu w ym usza niety
pową strukturę kompleksu (Ryc. 3).

Wśród cząsteczek tego typu wyróżnić można:

1. interkalatory przebijające [10], (ang. threading intercala- 
tors), które mają duże podstawniki po przeciwnych stro
nach interkalującego układu aromatycznego. Płaski układ 
wnika pom iędzy pary zasad, a podstawniki lokują się w 
małym i dużym  row ku helisy DNA (Ryc. 3A). W celu u tw o 
rzenia kompleksu jeden z podstaw ników  m usi „przejść" 
pom iędzy param i zasad, co wym aga odkształcenie s truk tu 
ry helisy. Proces przebiega wolniej niż w  przypadku kla
sycznych interkalatorów, natomiast powstający kompleks 
jest bardziej stabilny. Przykładem tego typu cząsteczek jest 
bisantren (Ryc. 2);

2. bisinterkalatory, w  których struk turze w ystępują dw a 
połączone alifatycznym łącznikiem układy skondenso
wanych pierścieni arom atycznych (Ryc. 3B). Najczęściej 
związki tego typu  wykazują większe pow inow actw o do 
podwójnej helisy DNA niż pojedyncze układy w ielopier
ścieniowe w chodzące w ich skład. Przykładem  bisinterka- 
latora jest syntetyczny lek przeciw now otw orow y, diter- 
kalina (Ryc. 2). Diterkalina tw orzy kom pleks z d(CGCG)2, 
w  którym  dw a układy arom atyczne interkalują do dw óch 
miejsc CpG, pom inąw szy środkow y układ GpC w dup lek 
sie, a sztyw ny łącznik lokuje się w  dużym  row ku  [11-13].
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bromek etydyny sanguinarina bisantren

diterkalina

Rycina 2. S truk tu ry  chem iczne interkalatorów.

Interkalacja do sąsiednich miejsc w  dupleksie jest zdecy
dow anie niekorzystna, co praw dopodobnie  w iąże się z 
sum arycznym  w pływ em  efektów sterycznych, elektrosta
tycznych i czynników  konformacyjnych szkieletu DNA.

Rycina 3. Schemat nieklasycznego oddziaływ ania in terkalatorów  z DNA. A — Interkalatory przebijąjące, 
B — bisinterkalatory, C — m ultiinterkalatory.

Bisinterkalatory mogą mieć identyczne 
lub różne układy skondensow anych p ier
ścieni zdolnych do interkalacji. Stwier
dzono, że również budow a i długość 
łącznika ma istotny w pływ  na zdolność 
do w iązania się z DNA [14];

3. bisinterkalatory przebijające, w któ 
rych strukturze występują dw a układy 
arom atyczne połączone kowalencyjnie 
dw om a łącznikami znajdującymi się po 
przeciwnych stronach pierścieni. Czą
steczki tego typu mają zwykle strukturę 
makrocykliczną [15] (Ryc. 2, SDM). Nie 
jest do końca jasny m echanizm  m oleku
larny dzięki którem u związki tego typu 
mogą utw orzyć kompleks bisinterkala- 
cyjny w  obrębie jednej helisy DNA. Suge
ruje się, że w ym aga to rozerw ania jednej 
z nici helisy;

4. multiinterkalatory, mające kilka ukła
dów aromatycznych, z których jednak tyl
ko trzy mogą równocześnie interkalować 
do DNA [16], schematycznie taki sposób 
interkalacji przedstawiono na rycinie 3C 
(przykładową strukturę multiinterkalato- 
ra zaprezentowano na rycinie 2, trisami- 
noakrydyna).

ZWIĄZKI ODDZIAŁUJĄCE W 
MAŁYM ROWKU DNA

Zw iązki oddziałujące z DNA w 
m ałym  row ku posiadają najczęściej 
kilka pierścieni arom atycznych (np fe
nylowych, furanow ych, pirolowych) 
połączonych w taki sposób, aby m ożli
wa była rotacja pierścieni i dopasow a
nie zw iązku do kształtu  row ka (Ryc. 
1). Kom pleksy tego typu  stabilizow ane 
są przez szereg oddziaływ ań niekowa- 
lencyjnych, przede w szystkim  w iązań 
w odorow ych oraz w pew nym  stopniu 
oddzia ływ ań  van der W aalsa i oddzia ły 

w ań  hydrofobow ych. W iększość dotychczas poznanych 
m olekuł oddziału jących z DNA w m ałym  row ku w ykazu 
je preferencje w  stosunku do fragm entów  DNA bogatych
-------------------  w pary  AT. G łównie w ynika to z faktu,

iż preferencyjnie dochodzi do u tw orze 
nia w iązania w odorow ego pom iędzy 
atom em  tlenu zw iązanym  z w ęglem  C2 
tym iny lub atom em  N3 adeniny oraz 
donoram i tych w iązań  w ystępującym i 
w  s truk tu rze  zw iązku [17]. Wiele zw iąz
ków tej klasy to pow szechnie stosow ane 
barw niki oraz leki.

Barwnik Hoechst 33258 (Ryc. 4) jest 
praw dopodobnie jednym z najlepiej po
znanych związków, które wiążą się w 
małym row ku podwójnej helisy DNA. 
Stosowany jest do badania procesu apop-
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Rycina 4. S truktury  chem iczne zw iązków  oddziałujących z  D NA w  m ałym  row 
ku.

tozy, e tapów  cyklu komórkowego i wybarwiania jąder ko
mórkowych. Związek ten wykazuje preferencję w stosunku 
do sekwencji A3T3 [18].

Dystamycyna jest to antybiotyk przeciwnowotworowy 
odkryty w latach 50. (Ryc. 4). Dla utworzenia stabilnego 
kom pleksu z DNA wym agana jest obecność co najmniej 
4 par AT [19]. W ostatnim czasie wykazano, że dystam y
cyna wiąże się z DNA w formie dimeru, wypełniając cały 
mały row ek helisy [20-22], Znane są również analogi tego 
związku charakteryzujące się odm ienną selektywnością 
w zględem  sekwencji DNA [23]. W związkach takich, jeden 
lub więcej pierścieni N-metylopirolowych zastąpiony jest 
pierścieniem imidazolowym lub 3-hydroksypirolowym. W 
małym row ku wiążą się również poliaminy alifatyczne ta
kie jak sperm ina i sperm idyna [24], Związki te wiążąc się z 
DNA, stabilizują jego strukturę helikalną.

Wśród związków oddziałujących z DNA występują czą
steczki, które w zależności od sekwencji zasad podwójnej he
lisy i warunków reakcji, mogą oddziaływać z DNA bądź na 
drodze interkalacji, bądź poprzez wiązania się w  małym row
ku. Przykładem takiego związku jest barwnik DAPI (Ryc. 5). 
W przypadku fragmentów DNA bogatych w pary AT związek 
ten wiąże się w  małym rowku. Powstały kompleks stabilizo

wany jest wiązaniami 
wodorowymi two
rzonymi przez DAPI 
z grupami funkcyj
nymi znajdującymi 
się na krawędzi par 
AT od strony małego 
rowka. W przypadku 
fragmentów boga
tych w pary GC (brak 
co najmniej trzech ko
lejno ułożonych par 
AT) DAPI ulega in
terkalacji pomiędzy 
pary zasad GC [25].

Rycina 5. S truktury  chem iczne zw iązków  o 
różnym  sposobie w iązania do DNA.

SEKWENCYJNA SELEKTYWNOŚĆ ODDZIAŁYWAŃ

Z punktu widzenia medycyny na szczególne zainteresowa
nie zasługują związki wiążące się z określonymi sekwencja
mi DNA. Przez wiele lat wydawało się, że mogą to być tylko 
związki wiążące się w  małym rowku. Związki te, tworząc wią
zania wodorowe z grupami funkcyjnymi znajdującymi się na 
krawędziach par zasad od strony małego rowka, są w  stanie 
rozpoznawać sekwencję fragmentów DNA obejmującą kilka 
par zasad. Interkalatory wchodzą pomiędzy sąsiadujące pary 
zasad, zatem generalnie charakteryzują się preferencją jedynie 
względem par AT bądź GC [26]. Ostatnio znaleziono jednak 
interkalatory zdolne do rozpoznawania bardziej skompliko
wanych sekwencji DNA [27], Związki tego typu posiadają 
poza płaskim układem heteroaromatycznym również frag
menty cząsteczki zdolne do specyficznego tworzenia wiązań 
wodorowych z atomami lub grupami atomów znajdującymi 
się w  małym bądź dużym rowku kwasów nukleinowych.

Związki tego typu ulegają interkalacji, a jednocześnie 
utw orzony kompleks jest stabilizowany przez tworzenie 
wiązań wodorow ych z określoną sekwencją zasad w małym 
rowku. Przykładem  takiego związku może być syntetyczny 
związek przeciwnowotworowy m itoksantron (Ryc. 5).

W śród ligandów ulegających interkalacji największe na
dzieje na uzyskanie związku wybiórczo rozpoznającego po
żądaną sekwencje DNA wiąże się z bisinterkalatorami. Za
kłada się, że poprzez odpowiedni dobór układów  interkalu- 
jących oraz długości i budow y chemicznej łącznika można 
będzie zaprojektować bisinterkalator zdolny do tworzenia 
trwałego kompleksu tylko z jedną, dowolnie wybraną se
kwencją obejmującą od 4 do 6 par zasad. W ymagać to bę
dzie jednak dużo pełniejszej wiedzy o oddziaływaniach li- 
gand-DNA niż obecnie posiadana.

TERMODYNAMIKA TWORZENIA 
KOMPLEKSÓW Z DNA

MODEL ODDZIAŁYWANIA LIGAND-DNA

Zaproponow ano szereg modeli opisujących oddziały
wania niskocząsteczkowych ligandów z DNA. Najczęściej 
stosowanymi są modele z wykluczonym sąsiedztwem  (ang. 
neighbor exclusion models), w  których podw ójna helisa DNA 
traktowana jest jako nieskończenie długa, jednow ym iaro
w a matryca. Ligand może oddziaływać z więcej niż jedną 
jednostką matrycy i nie ma on dostępu do miejsc wiązania 
tworzących ciągi krótsze niż liczba zajmowanych miejsc. 
Liczba dostępnych miejsc maleje więc nieliniowo wraz ze 
w zrostem  stopnia obsadzenia matrycy. Schematycznie zo
stało to przedstawione na rycinie 6.

Rycina 6. Schemat oddziaływ ania  liganda z m atrycą w  m odelach  z wykluczo
nym  sąsiedztwem .
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Najszersze zastosowanie w śród modeli tego typu znalazł 
model zaproponow any w 1974 przez McGhee i von Hippel
[28], Znane są dwie wersje tego modelu. W wersji prostszej 
nie uw zględnia się oddziaływ ań pomiędzy stykającymi 
się Ugandami i wówczas równanie w yprow adzone przez 
McGhee i von H ippel ma postać:

-  =  K { \ - n v )  
L

i  i V _l
\ - n v

l -  ( n  -  \ ) v
(1)

gdzie: L — molowe stężenie wolnego Uganda, v — gęstość 
wiązania, czyli średnia liczba cząsteczek liganda związa
na przez jednostkę matrycy (v=B/D, B — stężenie molowe 
związanego Uganda, D — ogólne molowe stężenie jedno
stek matrycy), K — w ew nętrzna stała wiązania, n  — wiel
kość miejsca w iązania (liczba jednostek matrycy wyelimi
nowanych jako potencjalne miejsca wiązania, w yrażona w 
parach zasad). W przypadku zastosowania tego modelu do 
opisu oddziaływ ania ligand-D N A  jednostką matrycy jest 
para zasad.

W bardziej rozwiniętej wersji tego m odelu bierze się do
datkow o pod uw agę możliwość oddziaływania pomiędzy 
sąsiadującymi ze sobą Ugandami. Parametrem opisującym 
takie oddziaływ ania jest param etr kooperatywności co. 
Równanie w yprow adzone dla oddziaływ ań z uwzględnie
niem param etru  kooperatywności ma postać:

i - «
n v i ^ L

\  2 ( c o - m

1)(1 - n v )  +  v - R  

n v )

\ - ( n  +  \ ) v  +  R  

2 ( \ - n v )

g d z ie  R =  ^ ( \ - ( n  +  \ ) v ) 2 +  4 c o v ( \ - n v )
(2)

Jeżeli to > 1 to m am y do czynienia z wiązaniem koopera
tywnym, czyli obecność związanego Uganda sprzyja przy
łączeniu w jego najbliższym sąsiedztwie kolejnego Uganda. 
Jeżeli co < 1 jest to wiązanie anty kooperatywne: obecność 
związanego Uganda przeszkadza związaniu kolejnego li- 
ganda w ciągu. Jeżeli co = 1 wiązanie jest niekooperatywne, 
czyli ligand wiąże się z taką samą stałą do wszystkich typów 
miejsc wiązania. Dla oddziaływań niekooperatywnych rów 
nanie (2) sprow adza się do równania (1). Model McGhee-von 
Hippel nie zawsze daje się zastosować w praktyce, zdarzają 
się bowiem układy wyraźnie odbiegające od przyjętych zało
żeń. Najczęściej jest to wynikiem: i) dużych różnic w  powi
nowactwie do różnych sekwencji zasad — więcej niż jedna 
stała wiązania; ii) różnic w  stechiometrii wiązania — więcej 
niż jedna wartość n; iii) oddziaływania ligandu nie tylko z 
najbliższymi sąsiadami — więcej niż jedna wartość co.

PARAMETRY TERMODYNAMICZNE 
ODDZIAŁYWAŃ LIGAND-DNA

Wyznaczenie param etrów  termodynamicznych procesu 
tworzenia kom pleksów ligand-DNA pozwala określić jakie 
czynniki decydują o powinowactwie Uganda do biopolime
ru i jakie zjawisko fizykochemiczne jest termodynamiczną 
siłą napędow ą tego oddziaływania.

Do najczęściej eksperymentalnie wyznaczanych param e
trów term odynam icznych należą: K — w ew nętrzna stała

wiązania i AH — zmiana entalpii oddziaływania. W yzna
czone doświadczalnie wartości stałej wiązania oraz zmiany 
entalpii oddziaływ ań wykorzystuje się do obliczenia zmian 
standardowej entalpii swobodnej układu oraz entropii ukła
du, zgodnie z wzorem:

A G 0 =  - R T  ln  K  =  A H °  -  T A S C (3)

Na obserwowaną zmianę entalpii swobodnej składają 
się zmiany entalpii swobodnej oddziaływań elektrostatycz
nych, AGpe oraz zmiany entalpii swobodnej oddziaływań 
nieelektrostatycznych (oddziaływania hydrofobowe, od 
działywania van der Waalsa, inne), AG(:

A G obs = A G pe +  A G , (4)

Wartość AGpe można wyznaczyć korzystając z liniowej 
zależności logarytmu naturalnego ze stałej wiązania K od 
logarytmu naturalnego ze stężenia soli, [MX], Entalpia swo
bodna oddziaływ ań elektrostatycznych może być wówczas 
obliczona zgodnie z zależnością:

ln  AJ, -  ln  K 2 

p e ~  \ n [ M X \ - \ n [ M X ] 2
R T \ n [ M X ] (5)

Z kolei zm ianę entalpii sw obodnej oddzia ływ ań  nie
elektrostatycznych m ożna podzielić na 4 człony: i) zm ia
na entalpii swobodnej konform acyjnych przekształceń 
DNA i liganda, AGkonf; ii) zm iana entalpii swobodnej 
wynikająca z u traty  sw obody rotacji i translacji podczas 
kom pleksow ania, AGr+t; iii) zm iana entalpii swobodnej 
oddzia ływ ań  hydrofobow ych zw iązana z przejściem li- 
gandu z roz tw oru  do DNA, AGhvd; iv) zm iana entalpii 
swobodnej słabych oddzia ływ ań  niekow alencyjnych (od
działyw ań van  der Wasala, interakcji dipol-dipol, itd.), 
AGmol [29],

A G obs -  A G pe  +  A G konf +  A G r +, +  A G hyd +  A G mol (6 )

Każdy z członów składających się na całkowitą zm ia
nę entalpii swobodnej, zgodnie z rów naniem  (6), m ożna 
wyznaczyć teoretycznie bądź dośw iadczalnie. Co naj
mniej dw a człony rów nania  przyjm ują zaw sze w artości 
dodatn ie  (AGr+t, AGkonf). Zatem  aby doszło do u tw orzenia  
kom pleksu pozostałe człony m uszą posiadać na tyle dużą 
w artość ujem ną, aby całkowita zm iana entalpii sw obod 
nej była mniejsza od zera. W ykazano, że dla większości 
in terkalatorów  oraz zw iązków  wiążących się z DNA w 
m ałym  row ku, członem  rów nania  (6) prom ującym  tw o
rzenie kom pleksu ligand-D N A  jest człon opisujący od 
działyw ania  hydrofobow e, AGhvd [18].

Znajomość w szystkich członów  składających się na 
całkowitą zm ianę entalpii swobodnej pozw ala ocenić, 
który fragm ent s truk tu ry  zw iązku odpow iada  za jego 
zdolność do oddziaływ ania  z DNA, a co za tym  idzie za 
jego aktyw ność biologiczna. Taka informacja m oże być 
użyteczna dla racjonalnego projektow ania now ych leków 
[30].
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METODY WYZNACZANIA PARAMETRÓW 
TERMODYNAMICZNYCH

Podstawowym  param etrem  term odynam icznym  w y
znaczanym dla kompleksów ligand-DNA jest w ew nętrzna 
stała wiązania, K. Wyznaczana jest ona najczęściej m etoda
mi spektroskopowymi, poprzez pomiar zmian w  widm ie 
związku w trakcie dodaw ania kolejnych porcji DNA (bądź 
zmian w widm ie DNA miareczkowanego roztw orem  li- 
gandu) [31]. Uzyskane wyniki prezentuje się najczęściej w 
postaci wykresu zależności ułam ka molowego formy skom- 
pleksowanej od logarytmu stosunku stężeń DNA-ligand. 
Zależność taką analizuje się poprzez num eryczne dopaso
wanie do danych eksperymentalnych odpowiedniego m o
delu teoretycznego. M etoda spektrofotometryczna pozwala 
zatem określić również stechiometrię badanego procesu, 
czyli wyznaczyć liczbę par zasad biorących udział w  w iąza
niu jednej cząsteczki związku.

Inną metodą jest technika rezonansu plazm onów  po
wierzchniowych (SPR, ang. Surface Plasmon Resonance), któ
ra umożliwia badanie zjawisk zachodzących na pow ierzch
ni warstewki złota, na której immobilizowane są cząsteczki 
DNA. Tak skonstruowany chip oraz chip referencyjny (bez 
DNA) om ywane są roztworem  Uganda o zadanym  stężeniu. 
Jednocześnie rejestruje się zmiany wartości współczynni
ka załamania światła przy powierzchni chipu. Pozwala to 
z jednej strony ocenić dynamikę tworzenia kompleksu, a 
z drugiej dostarcza informacji o stopniu obsadzenia DNA 
cząsteczkami Uganda. Uzyskane dane prezentuje się gra
ficznie w  postaci krzywej wiązania, do której dopasowuje 
się numerycznie odpowiedni model oddziaływań [29,32].

Obie te metody pozwalają ponadto wyznaczyć zmiany 
entalpii oddziaływania związku z DNA, co wym aga jednak 
przeprowadzenia doświadczenia w co najmniej dwóch róż
nych temperaturach. Wartości tej funkcji termodynamicznej 
można wyznaczyć wykorzystując równanie van 't Hoffa, 
opisujące zależność stałej wiązania od tem peratury, zgod
nie z wzorem [33]:

In K Ti -  In K j 2 _  AH

T , - T 2 " r t 2 (7)

gdzie K — stała wiązania, AH — zmiana entalpii reakcji, R 
— stała gazowa , T — tem peratura wyrażona w  kelwinach.

Wartości param etrów termodynamicznych wyznaczo
nych omówionymi powyżej metodami obarczone są jed
nak zwykle dużą niepewnością pomiarową. W ynika to z 
pośredniego sposobu ich wyznaczania. Dlatego dużym  
zainteresowaniem cieszą się metody bezpośredniego, kalo
rymetrycznego wyznaczanie zmian entalpii oddziaływania. 
Najczęściej stosowane są w  tym celu: izotermiczna kalory- 
metria miareczkowa (ITC, ang. Isothermal Titration Calorime
try) oraz różnicowa kalorymetria skaningowa (DSC, ang. 
Differential Skanning Calorimetry).

W metodzie ITC następuje bezpośredni pom iar zm ian 
efektów cieplnych w czasie dodaw ania związku do ukła
du zawierającego kwas nukleinowy. Informacje na temat 
stechiometrii reakcji oraz stałej wiązania można uzyskać tą

techniką podczas jednego doświadczenia. Miareczkowanie 
z zastosowaniem metody ITC wykorzystano również do 
badania kinetyki oddziaływań makrocząsteczek [34,35]. 
Obecnie technika ITC znajduje coraz szersze zastosowanie, 
ze względu na prostotę jej wykonania oraz dokładność uzy
skiwanych wyników [36,37],

Druga metoda, DSC, wnosi użyteczne informacje o tem
peraturze przejść oraz zmianach pojemności cieplnej, które 
są wykrywane, kiedy próbka jest ogrzewana w szerokim za
kresie temperatur. Na podstawie profili cieplnych może być 
badana ponadto odwracalność reakcji. Wszystko to um oż
liwia oszacowanie czynników stanowiących siłę napędow ą 
reakcji [38,39],

INTERPRETACJA PARAMETRÓW 
TERMODYNAMICZNYCH

Badania term odynam iki niekow alencyjnych oddzia ły 
w ań niskocząsteczkow ych ligandów  z DNA wykazały, iż 
zm iany entalpii są głównie w ynikiem  zm ian w układzie 
w iązań  w odorow ych [40,41]. D odatnia w artość zm ian  en 
tropii jest w ynikiem  uw alniania cząsteczek w ody z w ar
stw y oddzia ływ ań  m iędzycząsteczkowych, natom iast 
ujem na w artość tej funkcji term odynam icznej jest zw ią 
zana ze zm ianam i konform acyjnym i reagentów  [42,43]. 
Ujemna (często duża) wartość ACp połączona z dodatn ią  
w artością zm ian  entropii uk ładu  jest trak tow ana jako 
w skaźnik  oddzia ływ ań  hydrofobow ych m iędzy m oleku 
łami [44].

Ze w zględu  na polianionow ą struk tu rę  DNA, w ana 
lizie term odynam icznej procesu tw orzenia kom pleksu 
ligand-D N A  należy brać pod uw agę udział w tym  proce
sie oddzia ływ ań  elektrostatycznych. Jeśli ligand posiada 
ładunek  dodatni, to będzie przyciągany w pobliże ujem 
nie na ładow anych  g rup  fosforanow ych łańcucha kw asu 
nukleinow ego wchodząc w skład podwójnej w arstw y 
elektrycznej otaczającej m akrocząsteczkę. Udział katio 
now ego ligandu  w tw orzeniu  tej w arstw y zależy silnie 
od stężenia innych kationów  w roztw orze. Skutkuje to 
zależnością stałej w iązania K od stężenia soli w m ieszani
nie reakcyjnej [45],

PRZYKŁADY ANALIZY TERMODYNAMICZNEJ 
KOMPLEKSÓW LIGAND/DNA

LIGANDY WIĄŻĄCE SIĘ W MAŁYM ROWKU DNA

W szystkie dotychczas zbadane związki wiążące się z 
DNA w m ałym  row ku posiadały podobne profile term ody
namiczne, dla wszystkich uzyskano ujem ną wartość ACp. 
Tak więc główną siłą napędow ą oddziaływ ania niskoczą- 
steczkowego zw iązku z DNA w małym row ku jest transfer 
cząsteczki z roztw oru w pobliże dupleksu. Stwierdzono, 
iż tw orzeniu kom pleksu tow arzyszy wysoce energetycz
ny efekt hydrofobow y oraz silny w zrost entropii uk ładu  w 
w yniku uw alniania cząsteczek w ody i podstaw iania prze- 
ciwjonów podwójnej w arstw y elektrycznej przez kationy 
ligandu. Dodatnia zm iana entalpii swobodnej wynikająca 
z u traty  sw obody rotacji i translacji w  w yniku komplek- 
sowania jest kom pensow ana przez AGhyd oraz AGpe. Dane 
uzyskane dla kilku związków  przedstaw ione zostały w  ta
beli 1 [18,46,47].
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Tabela 1. Param etry term odynam iczne dla oddziaływ ań kilku zw iązków  z A3T3 w  tem peratu rze  25°C.------------

Związek
AG ,

obs

(kcal m ol'1)
AH
(kcal m ob1)

TAS
(kcal m o l'1)

K
(*106M-‘)

AC
(cal m oH K '1)

A G hvd

(kcal m o l'1)

Hoechst 32258 [15] -7,7 +4,4 +12,1 0,46 -330 -26,4

netropsyna [46] -8,6 -5,8 +2,9 2,44 -213 -17,0

berenil [47] -8,0 +0,6 +8,6 0,75 -146 -11,7

INTERKALATORY

Podobnie jak dla związków, które wiążą się z podwójną 
helisą w jej małym  rowku, tworzeniu kompleksu DNA-in- 
terkalator towarzyszy silny efekt hydrofobowy, związany 
z transportem  molekuł z roztw oru do kompleksu. W przy
padku interkalatorów dodatnia zmiana entalpii swobodnej 
związanej z utratą swobody rotacji i translacji jest kom pen
sowana nie tylko przez AGhyd, ale również przez istotny 
wkład energetyczny wynikający z oddziaływ ań niekowa- 
lencyjnych. Wytłumaczyć to można faktem, iż w  przypadku 
związków wiążących się z DNA w małym rowku, nie po
wstają żadne „nowe" oddziaływania: najczęściej cząsteczka 
w ody zostaje podstawiona cząsteczką liganda. Natomiast w 
przypadku interkalatorów, związek wchodząc pomiędzy 
pary zasad „tworzy" nowe silne oddziaływania. Ponadto, 
interkalatory wchodząc pomiędzy pary zasad powodują 
częściowe rozwinięcie helisy i jej wydłużenie, natomiast 
brak jest doniesień o zmianach konformacyjnych w  struk
turze związków, czego wynikiem jest niezerowa wartość 
AGkonf [6,48]. Zatem proces tworzenia kompleksu DNA-in- 
terkalator może hipotetycznie przebiegać w dwóch etapach 
[49]: 1) DNA DNA* i 2) DNA* + Ligand -+ DNA*Ligand. 
W pierwszym  etapie cząsteczka kwasu nukleinowego ule
ga konformacyjnym zmianom (rozwinięciu) umożliwiając 
późniejszą interkalację. W drugim  etapie związek wiąże się 
z rozwinięta cząsteczką DNA. Parametry term odynam icz
ne dla wybranych interkalatorów przedstawione zostały w 
tabeli 2.

Tabela 2. Przykłady param etrów  term odynam icznych oddziaływ ań ctDNA-interkalator w  tem pera tu rze  25°C, 10 m M  NaCl [50]

i DAPI pozwoliło po 
twierdzić, iż związek ten 
może tworzyć dw a różne 
kompleksy z DNA cha
rakteryzujące się różnym  
powinowactwem  związ
ku do kwasu [50,51]. 
Wiązanie DAPI do po-

-------------------------------------------  ly[d(A-T)] jest silniejsze
(stała wiązania jest około 

1000 razy większa) i bardziej kooperatywne niż wiązanie 
m olekuły do poly[d(G-C)] [52], Profil termodynamiczny 
uzyskany dla oddziaływ ań DAPI z cząsteczką DNA bo
gatą w  pary AT okazał się analogiczny jak dla netropsyny. 
Procesowi tworzenia kompleksu towarzyszy silny wzrost 
entropii układu w wyniku uwalniania cząsteczek w ody i 
podstaw iania przeciwjonów podwójnej warstwy elektrycz
nej przez kationy ligandu. Dane uzyskane przedstawione 
zostały w  tabeli 3. Niewielka jest natomiast ilość doniesień 
dotyczących term odynam iki interkalacji DAPI do podwój
nej helisy DNA. W ykazano jedynie, iż zmiana entalpii tego 
oddziaływ ania wynosi -8 kcal/m ol.

PODSUMOWANIE

W ostatnim  czasie wiele ośrodków naukowych podję
ło próby zastosowania rozw ażań termodynamicznych dla 
scharakteryzowania oddziaływ ań niskocząsteczkowych li- 
gadów  z DNA. Takie podejście stwarza bowiem możliwość 
uzyskania informacji na temat udziału poszczególnych ty
pów  oddziaływ ań (oddziaływań elektrostatycznych, hydro 
fobowych, van der Waalsa itd.) w całkowitej zmianie ental
pii swobodnej towarzyszącej utworzeniu kompleksu związ
ku z DNA. Informacja na temat tego, jakie człony składają 
się na całkowitą zmianę entalpii swobodnej pozwoli ocenić, 
który fragm ent struktury związku odpow iada za jego zdol
ność do oddziaływania z DNA. Zastosowanie dodatkowo 
DNA o różnych sekwencjach zasad pozwoli określić pre

ferencje związków, w

Związek
AG ,

obs

(kcal m ol'1)
AH
(kcal m ol'1)

TAS
(kcal m ol'1)

K
(*105M'>)

AC
(cal m oH K '1)

A G hyd

(kcal m o l'1)

sanguinarina -8,15 -6,98 1,17 1,21 -140,80 -11,26

brom ek etydyny -8,41 -8,23 0,18 1,90 -159,77 -12,78

LIGANDY WIĄŻĄCE SIĘ W MAŁYM 
ROWKU BĄDŹ INTERKALUJĄCE

Zastosowanie różnych technik spektroskopowych i ka
lorymetrycznych do badań oddziaływ ań pom iędzy DNA

Tabela 3. Param etry term odynam iczne dla oddziaływ ań DAPI-DNA.

M echanizm
AG
(kcal m o l'1)

AH
(kcal moT1)

TAS
(kcal m ol-1)

K
(M-1)

interkalacja - -8,0 [52] - 1,2*105[53]

w iązanie w m ałym  row ku 
wiązanie z A2T2 w 25°C [52]

-10,6 -4,4 +6,2 5,5x108

tym również elementów 
ich struktury do określo
nych nukleotydów lub 
ich sekwencji. Taka wie
dza, w raz z wiedzą na 
temat genomu człowieka 
jest potrzebna dla racjo
nalnego projektowania 
nowych leków przeciw- 

now otw orow ych i przeciwwirusowych o korzystniejszych 
właściwościach terapeutycznych. Specyficzne wiązanie m a
łych ligandów z określonymi sekwencjami nukleotydów 
to jednak zagadnienie istotne nie tylko z punktu  widzenia 
projektowania nowych chemoterapeutyków. Zagadnienie 

to może być również kluczowe w terapii 
wielu chorób o podłożu genetycznym 
umożliwiając regulację ekspresji genów 
wybranych białek. Obserwowany szyb
ki rozwój diagnostyki chorób o podłożu 
genetycznym pozwala na rozpoczęcie ich 
leczenia zanim pojawią się objawy fizjo
logiczne.
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Zastosowanie niskocząsteczkowych ligandów jako po 
tencjalnych leków chorób o podłożu genetycznym jest 
jednak znacznie ograniczone. Wynika to głównie z wciąż 
niepełnej w iedzy na tem at mechanizmu rozpoznawania 
sekwencji zasad podwójnej helisy DNA przez cząsteczki 
chemiczne. W prow adzonych obecnie badaniach wykorzy
stuje się technikę in vitro i nie ma pewności, że obserwowa
na w tych w arunkach wysoka selektywność sekwencyjna 
potw ierdzi się również w komórkach. Nie można również 
wykluczyć w ystępow ania efektów ubocznych takiej tera
pii wynikających z występow ania sekwencji docelowej w 
regionach prom otorow ych różnych białek. Zgromadzona 
dotychczas w iedza pozwala mieć jednak nadzieje na uzy
skanie w niedalekiej przyszłości nowej generacji leków o 
korzystniejszych właściwościach terapeutycznych.
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Thermodynamics aspects of interactions between small ligands and D N A  
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ABSTRACT

D N A  is a molecular target for many anticancer and antiviral drugs. Therefore, a clear understanding of the interaction of small molecules 
with D N A is important in the rational design of ligands that can bind to D N A  with high affinity and selectivity. There are several methods to 
investigate interactions between drug and DNA. Some of them measures changing into D N A  structures, such as lengthening and untwisting  
of helix of DNA. Other techniques measure changing in drug environment. With the increasing availability of sensitive microcalorimeters, 
particular interest has arisen in the thermodynamics of drug-DNA interaction. Using such methods permit direct determination of enthalpy  
changes associated w ith reactions. One experiment permits to obtain also binding constant, hence an almost complete thermodynamic profile 
can be established. This profile offers key insights into the molecular forces that drive complex formation and permit to estimate which kind  
of interaction are responsible of forming these complexes.
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W S K A Z Ó W K I  D L A  A U T O R Ó W

Prace przeznaczone do publikacji w  „Postępach Biochemii" m ogą 
mieć charakter artykułów  m onograficznych, krótkich not o najnow 
szych osiągnięciach i poglądach oraz listów  do Redakcji. Redakcja nie 
ogranicza objętości m anuskryptów , jakkolwiek w  każdym  przypadku 
zalecana jest zwięzłość stylu, bez u traty  jasności przekazu.

A utorzy  odpow iadają za praw idłow ość i ścisłość podaw anych in
formacji oraz popraw ność cytow anego piśm iennictw a. Ujęcie prac 
w inno być syntetyczne, a przedstaw ione zagadnienia zilustrow ane za 
pom ocą tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, w zory chemiczne, 
fotografie), w  uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, 
gdy A utorzy  zam ierzają włączyć do swego artykułu  ilustracje publi
kow ane przez autorów  cytow anych prac oryginalnych, do czego Re
dakcja zachęca, należy uzyskać i przekazać nam  zgodę na przedruk, 
zarów no od autorów , jak i z w ydaw nictw a. Niemniej konstruow anie 
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstaw ie danych z piśm ien
nictw a jest rów nież mile w idziane. Przekazanie artykułu do redakcji 
jest rów noznaczne z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była publi
kow ana ani nie została zgłoszona do publikacji w  innym  czasopiśmie, 
natom iast jeżeli zostanie w ydrukow ana w  „Postępach Biochemii", jej 
publikacja w  całości lub w e fragm entach w  innym  czasopiśm ie w ym a
gać będzie uprzedniej zgody Redakcji.

R edaktor N aczelny lub Redaktor Prow adzący pracę podejm uje de
cyzję o przyjęciu lub odrzuceniu m anuskryptu  na podstaw ie własnej 
opinii i opinii dw óch niezależnych recenzentów , w  ciągu 6 tygodni od 
m om entu  otrzym ania artykułu. W przypadku , kiedy praca w ym aga 
popraw ek  odautorskich, A utorzy otrzym ują drogą elektroniczną opi
nie recenzentów  i proszeni są o przygotow anie popraw ionej wersji 
m anuskryp tu  i odesłanie go do Redakcji w  ciągu 8 tygodni. Ostatecz
ną  decyzję o przyjęciu pracy podejm uje Redaktor N aczelny w  ciągu 2 
tygodni od otrzym ania popraw ionej wersji m anuskryptu.

A utorzy są zobow iązani do w ykonania korekty autorskiej i poinfor
m ow ania Redakcji o koniecznych zm ianach, pocztą elektroniczną lub 
faksem, w  ciągu 3 dni od chwili otrzym ania.

K ażdy z A utorów  otrzym uje jeden egzem plarz num eru  „Postępów 
Biochemii", w  którym  ukazał się jego artykuł.

WSKAZÓWKI SZCZEGÓŁOWE:
Przed przystąpieniem  do napisania artykułu  A utorzy są prosze

ni o zapoznanie się z najnow szym  num erem  „Postępów  Biochemii", 
aby przygotow ać pracę pod w zględem  edytorskim , językow ym  oraz 
jakości m ateriału  ilustracyjnego, które będą odpow iadały  aktualnym  
w ym ogom  Redakcji. A rtykuły pow inny być pisane językiem  nauko
w ym , lecz zrozum iałym  dla niespecjalistów. Popraw ność logiczna i 
stylistyczna tekstu w arunkuje jego jednoznaczność i czytelność. A uto
rzy w inni unikać składni obcojęzycznej, gw ary laboratoryjnej, a także 
ograniczać stosow anie skrótów  naw et, jeśli bywają używ ane w  p ra 
cach specjalistycznych. Każda z prac nadesłanych do Redakcji podlega 
ocenie specjalistów  i opracow aniu redakcyjnem u. Redakcja zastrzega 
sobie praw o dokonania skrócenia tekstu i w prow adzenia koniecznych 
zm ian, rów nież w  m ateriale ilustracyjnym .

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:
Prosim y o nadsyłanie prac pocztą elektroniczną. W wyjątkow ych 

p rzypadkach  dopuszcza się, przysyłanie prac na płycie CD. Tekst w i
n ien być zapisany jako *.doc w  formacie IBM PC, a pliki zawierające 
ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst pow inien być napisany 
z zachow aniem  podw ójnego odstępu m iędzy w ierszam i, z użyciem  
czcionki Times N ew  Rom an 12 lub Arial 12. Symbole i znaki specjalne 
prosim y w staw iać kom endą „insert". W tekście prosim y wskazać miej
sce um ieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:
W skazany jest podział artykułu  na nienum erow ane rozdziały i pod 

rozdziały.
Strona 1 (tytułowa) zaw iera ty tu ł artykułu, im iona i nazw iska A u

torów  (ze w skazaniem  autora korespondującego), ty tu ł naukow y każ
dego z A utorów  i ich miejsce pracy z adresem  pocztow ym , num erem  
telefonu i adresem  poczty elektronicznej, słow a kluczowe (do 6), wykaz 
stosow anych skrótów  (do 10) w  porządku alfabetycznym  (ograniczony 
do niezbędnego m inim um ) oraz skrócony ty tu ł pracy (do 25 znaków).
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Kolejno numerowane strony obejm ują streszczenie (do 150 w yra
zów), tekst pracy i piśm iennictw o. N a kolejnych stronach w inny być 
um ieszczone tabele oraz ty tu ły  i objaśnienia rycin. O statnia strona w in 
na zaw ierać następujące inform acje w  języku angielskim : ty tu ł artyku 
łu, im iona i nazw iska A utorów  oraz miejsca pracy, słow a kluczowe (do 
6) i krótkie streszczenie artyku łu  (do 150 wyrazów ).

Piśmiennictwo: N ależy unikać nadm iernej liczby cytow ań orygi
nalnych prac, odsyłając czytelników  w  m iarę m ożliw ości do artykułów  
przeglądow ych. Redakcja zaleca zacytow anie co najwyżej 70 publika
cji, w  większości pochodzących z ostatnich 10 łat. W ykaz piśm iennic
tw a obejmuje prace w  kolejności ich cytow ania. W tekście, zaznacza 
się je liczbami porządkow ym i ujętym i w  naw iasy kw adratow e, np. 
[3,7,9-26]. Sposób cytow ania prac oryginalnych (1) i przeglądow ych 
(2), książek (3), rozdziałów  z książek jednotom ow ych (4), rozdziałów  
z tom ów  serii opracow anych p rzez różnych redak torów  (5) w skazują 
poniżej podane przykłady:

1. Jiang QX, W ang ON, M acKinnon R (2004) Electron microscopic analysis ol KvAP
voltage-dependent K* channes in an  open conformation. N ature 430: 806-810

2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pum ping by Ca2+-ATPase of
the sarcoplasmic reticulum. A nnul Rev Biochem 73: 269-292

3. Dołowy K, Szewczyk A, Pikula S (2003) Błony biologiczne, W ydawnictwo Nauko
w e Śląsk, Katowice, W arszawa

4. Michalak M, Nakam ura K, Papp S, O pas M (2000) Calreticulin and dynamics of
the endoplasmic reticulum lum enal environm ent, W: Pochet R (red) Calcium: 
the molecular basis of calcium action in  biology and medicine. K luwer Academic 
Publishers, Dordrecht, Boston, London, str. 191-205

5. Darżynkiewicz E, Jankowska-A nyszka M (2000) Struktura i funkqa końca 5'
(KAPU) mRNA i U snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu 
chemii i biologii, t IV. W ydawnictwo N aukow e Uniwersytetu im. A dam a Mic
kiewicza w  Poznaniu, Poznań, str. 143-179

Tabele w inny być opatrzone jednoznacznym  ty tu łem  i ew entualnie 
także niezbędnym i objaśnieniam i um ieszczonym i pod tabelą. W ielkość 
tabel pow inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (8,5 cm) 
lub strony (18 cm).

Ilustracje: ryciny w inny być zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub 
*.eps. Ryciny pow inny być w ykonane w  skali 1:1. W ielkość ryciny po 
w inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (8,5 cm) lub stro 
ny (18 cm). Na rycinach nie należy um ieszczać opisów  słownych, lecz 
posługiw ać się skrótam i. O pisy na rysunkach pow inny być w ykonane 
czcionką Arial 8 p. Ilustracje i tabele prosim y przesyłać w  osobnych pli
kach. Bitmapy (pliki tif, psd) pow inny  mieć m inim alną rozdzielczość 
300 dp i dla obrazów  kolorow ych i skali szarości (zdjęcia czarno białe) 
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-białych (schem aty, w zory  struk tural
ne zawierające tylko czerń i biel).

PRZESYŁANIE PRAC:
Prace w  form ie elektronicznej prosim y przesyłać na adres: 
postepy@nencki.gov.pl
W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem  odpow iedniego opro 

gram ow ania, prosim y o przysłanie pracy na dyskietce lub płycie CD; 
zabezpieczonej p rzed  uszkodzeniem  w  czasie transportu , na adres: 

Sławomir Pikuła, R edaktor N aczelny kw artalnika "Postępy Bioche
m ii", Insty tu t Biologii D oświadczalnej im. M arcelego Nenckiego PAN, 
ul. Pasteura 3, 02-093 W arszaw a

OPŁATA ZA DRUK:
Zgodnie z decyzją Z arządu  G łów nego Polskiego T ow arzystw a Bio

chem icznego, od 1 stycznia 2006 roku, Tow arzystw o pobiera od A u
torów  opłatę, pokryw ającą częściowo koszt d ruku  artykułu. O płata 
za w ydrukow anie jednej strony artykułu  w ynosi 150 zł. Szczegółowe 
informacje zam ieściliśmy po d  adresem : 

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm

KOREKTA:
Pow inna być w ykonana na  p liku  pdf przesłanym  przez redakcję, w  

form ie kom entarzy lub skreśleń, w  program ie A dobe Reader V. 8 lub 
now sza (program  bezpłatny, h ttp :/ /g e t.a d o b e .c o m /re a d e r/).

Korekta obejmuje błędy: literów ki, znaki interpunkcyjne oraz błędy 
zaw inione przez redakcję, pozostałe zm iany są objęte dodatkiem  10% 
do opłaty za druk.
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Aparaty do elektroforezy horyzontalnej firmy 

Cleaver Scientific Ltd

• Aparaty wykonane metodą odlewową z wysoce odpornego plastiku.
• Wyjątkowo trwałe i łatwe do wymiany elektrody (99,99% platyny).
• Wyjątkowa ekonomiczność i uniwersalność zestawów.
• Możliwość zakupienia zestawów z jedną, dwiema lub trzema tackami o różnej długości.
• Różne opcje wylewania żeli.
• Szeroki wybór grzebieni.

Dostępne modele:

m MultiSUB mini MultiSUB midi MultiSUB choice MultiSUB maxi

Wymiary zestawu 
(szer. x dł. x wys.) 21x9x9 cm 22x12,5x9 cm 26,5x17,5x9 cm 39,5x23x9 cm

Ilość tacek 1-2 1-2 1-3 1-2

Rozmiar żelu 
(szer. x dł)

7x7, 7x10 cm 10x7,10x10 cm 15x7,15x10,15x15 cm 20x10,20x20,20x25 cm

Maks. ilość 
próbek

32,64 50,100 70,140,210 200,450, 550

;■'""''Â .. - ■.....

Ilość buforu
r— — ........—■---

225 ml 300 ml 500 ml 1200

Grubość grzebieni 0,75 | 1 | 1,5 | 2 mm 0,75 | 1 | 1,5 | 2 mm 0,75 | 1 | 1,5 | 2 mm 0,75 | 1 | 1,5 | 2 mm

Wielkość grzebieni 1-16 próbek 1-25 próbek 1-35 próbek 1-50 próbek j

Oprócz tego firma Cleaver Scientific Ltd posiada w swej ofercie: aparaty do elektroforezy 
pionowej, blottingu, cornet assay, izoelektroogniskowania, zasilacze, suszarki do żeli, termobloki, 
transiluminatory, wytrząsarki, urządzenie do archiwizacji żeli, komory do PCR, przesłony 
i pudełka do pracy z materiałami radioaktywnymi, chłodzące pojemniki, stojaki na probówki 
i pipety, oraz pozostałe drobne wyposażenie.

a b
abo Grażyna Tarnowska Boreysza
ul. Podleśna 6a, 8 0 -2 5 5  Gdańsk

Biuro: ul. Wichrowe Wzgórze 123 , 8 0 -2 9 3  Gdańsk
tek: (58) 341 21 43 ; fax: (58) 5 2 0  33 80
e-m ail: abo@ abo.com .pl; www.abo.com.pl

Cleaver
S c i e n t i f i c  Ltd
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MERCK A  N 0 V A G E N  • C A L B IO C H E M

Ibiosciences

100 o/o Program Gwarancji 

Przeciwciał - bez ryzyka*

Łatwy, prosty, przyjazny
Martwisz się, czy przeciwciało, które zamówiłeś będzie działało? 
Niepotrzebnie -  teraz jesteś chroniony korzystając z naszego 100 °/o 
Programu Gwarancji Przeciwciał -  bez ryzyka*. Teraz nic nie ryzykując, 
możesz dołączyć do grona naukowców, którzy wypróbowali nasze 
przeciwciała przez okres trzydziestu lat.

Przetestuj nasze przeciwciała
Zamów jakiekolwiek przeciwciało i jeżeli nie otrzymasz zadowalających 
wyników, gwarantujemy zwrot pieniędzy*. Jeśli widzisz szanse przydatności 
naszych przeciwciał i otrzymania pozytywnych wyników, w aplikacji 
metodycznej lub gatunkowej, nie sprawdzonej i nie wskazanej przez nas 
w specyfikacji technicznej, chcemy Ci pomóc gwarantując zwrot pieniędzy* 
w wypadku niepowodzenia. Jeżeli przeciwciała stosowane były zgodnie 
z metodyką zalecaną w specyfikacji technicznej, a były wadliwe -  również 
gwarantujemy zwrot pieniędzy*.

Łatwe zasady uczestnictwa w programie
1. Zamów przeciwciało wysyłając zamówienie na adres meilowy: 

dzial.handlowy@merck.pl lub na numer fax: (22) 53 59 995
2. Jeżeli nie otrzymasz zadowalających wyników, wypełnij formularz 

dostępny on-line w przeciągu 6 miesięcy od daty otrzymania produktu, 
wraz z udokumentowanymi wynikami testów: 
www.merck4biosciences.com/norisk

Dostarczamy jakościowo zwalidowane przeciwciała, serwis techniczny

oraz chronimy Twoje badania. Więcej informacji dotyczących warunków uczestnictwa

w 100 °/o Programie Gwarancji Przeciwciał -  bez ryzyka dostępnych jest na:

www.merck4biosciences.com/norisk

*Gwarancja je st ważna do:
1) aplikacji metodycznych zwalidowanych przez firmę Merck, opisanych w specyfikacjach 

technicznych.
2) nieprzetestowanych aplikacji metodycznych lub gatunkowych niesprawdzonych 

i niewskazanych w specyfikacji technicznej.
Prosimy o uważne sprawdzenie specyfikacji technicznej do przeciwciała. Dla niektórych 
przeciwciał pewne aplikacje lub specyficzność gatunkowa została sprawdzona. W takim 
przypadku, w specyfikacji technicznej widnieje informacja, że przeciwciało nie jest 
rekomendowane do danej aplikacji lub do badania białek pochodzących z  danego gatunku. 
Gwarancja nie obejmuje takich przeciwciał. Wyniki testów powinny zostać przedłożone, 
w przeciągu 6 miesięcy od daty otrzymania produktu, poprzez wypełnienie formularza 
dostępnego on-line. Nie ma możliwości zwrotu gotówki, oferujemy wymianę na nowy 
lub inny produkt.
Oferta je st ważna na zamówienia zrobione od 1 lutego 2010 r.
Więcej informacji dotyczących warunków uczestnictwa w programie gwarancji przeciwciał 
dostępnych je st na: www.merck4biosciences.com/norisk.
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