
POSTĘPY 
BIOCHEMII

POLSKIE 

TOWARZYSTWO 

BIOCHEMICZNE 

WARSZAWA 2010 

TOM 56 

NUMER 4

J*L ISSN 0032-5422 
rflHeksowane w Medline /PubMed 
www.postepybiochemii.pl http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


TACCTACGTACCT

www.roche-applied-science.com

Technologia umożliwiająca 
odkrycia w genomice

Od genomu do funkcji genu
Pozostań w czołówce odkryć w genomice stosując precyzyjnie zaprojektowane 
urządzenia, nowe aplikacje i innowacyjne technologie Roche Applied Science. 
Łączymy światowej klasy technologie sekwencjonowania, mikromacierzy i PCR 
w czasie rzeczywistym z szerokim wachlarzem wysokiej jakości odczynników oraz 
znaną opinią o zaangażowaniu we wspieranie użytkowników naszych produktów, 
dostarczając najbardziej wszechstronnego z dostępnych zestawu narzędzi:

45 4
S E Q U E N C I N G

Genome Sequencer FLX System
Sekwencjonuj DNA z niezrównaną kombinacją kompletności uzyskiwanych 
danych i szybkością.

■■NimbieGen'
NimbSeGen™ DNA Microarrays
Wybierz za swój cel i analizuj całe genomy lub specyficzne regiony z zastoso­
waniem długich oligonukleotydów przy wysokiej rozdzielczości (2,1 milliona 
sond).

Lighrfc Cyc!
LightCycler® 480 Real-Time PCR System
Stosuj PCR w czasie rzeczywistym do ilościowej analizy genów i wykrywania 
zmienności genetycznej.

Odkrywaj... Analizuj...Potwierdzaj.
Odwiedź naszą stronę internetową www.roche-applied-science.com w celu 
uzyskania dodatkowych informacji lub by skontaktować się z naszym lokalnym 
przedstawicielem.

LIGHTCYCLER jest zastrzeżonym  znakiem  towarowym Roche.

454 i GENOME SEQUENCER są zastrzeżonymi
znakami towarowymi 454 Life Sciences Corporation, Branford, CT, USA.

NimbleGen jest zastrzeżonym znakiem towarowym NimbleGen Systems, Inc. 

© 2008 Roche Diagnostics GmbH. Wszystkie prawa zastrzeżone.

Roche Diagnostics Polska Sp. z o.o. 
ul. Wybrzeże Gdyńskie 6B
01-531 Warszawa 
www.roche-applied-science.com 
tel. 022 481 55 70 
fax 022 481 55 92

<atoche>

http://rcin.org.pl

http://www.roche-applied-science.com
http://www.roche-applied-science.com
http://www.roche-applied-science.com


S P I S  T R E Ś C I

Postępy Biochemii — vol. 56, nr 4, 2010

W NASTĘPNYM NUMERZE:

Metyłacja cy tozyny w  D N A  i jej zna 
czenie w  terapii p rzeciw now otw o- 
rowej
Beata Plitta,
M ałgorzata G iel-Pietraszuk, 
Wojciech T. M arkiewicz,
Jan Barciszewski

K om putery  DNA 
Janusz Błasiak,
T adeusz  Krasiński,
Tom asz Popław ski,
Sebastian Sakowski

Z ew nątrzkom órkow e enzym y hy- 
drolityczne w y tw arzane  przez  g rzy ­
by ow adobójcze — rola w  procesie 
infekcji 
Emilia W łóka

XLV Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Wiśle 
Ewa Birkner 351

Rozstrzygnięcie konkursu Doktoraty 2009
Roman Józef Szczęsny 353

Wiadomości krajowe
Teresa Wesołowska 356

XVI Europejska Konferencja Bioenergetyczna
Lech Wojtczak 359

ARTYKUŁY PRZEGLĄDOWE

Białka szkieletu jądrowego i otoczki jądrowej w regulacji ekspresji 
genów i przebiegu cyklu komórkowego -  znane białka w nowych rolach
Magda Dubińska-Magiera, Magdalena Zaremba-Czogalla,
Ryszard Rzepecki

362

Analiza czynników wpływających na rozwój steroidooporności 
w etiopatogenezie astmy oskrzelowej o ciężkim przebiegu 
Michał Panek, Tadeusz Pietras, Izabela Kupryś-Lipińska, Paweł Górski, 
Piotr Kuna, Janusz Szemraj 373

Przewlekłe zapalenie wątroby i infekcja utajona w przebiegu 
zakażenia wirusem zapalenia wątroby typu C
Arieta Kowala-Piaskowska, Iwona Mozer-Lisewska, Tram N.Q. Pham, 
Tomasz I. Michalak 383

Wpływ toksyn bakteryjnych na proces nowotworzenia
Anna M. Stachowicz, Paweł Łaniewski, Elżbieta K. Jagusztyn-Krynicka 389

Mechanizmy transportu nieorganicznych związków arsenu 
do komórek prokariotycznych i eukariotycznych
Paweł Lis, Ireneusz Litwin, Ewa Maciaszczyk-Dziubińska 400

Roślinne cyklazy nukleotydów purynowych
Adriana Szmidt-Jaworska 409

Indukowana światłem redukcja protochlorofilidu u 
okrytonasiennych a rozwój chloroplastów
Beata Myśliwa-Kurdziel, Kazimierz Strzałka 418

Aktywność chinolityczna bakterii
Elżbieta Saks, Urszula Jankiewicz 427

Metabolizm heterocyklicznych amin aromatycznych — 
mutagenów/ kancerogenów izolowanych z żywności 
Anna Woziwodzka, Marta Tarasewicz, Jacek Piosik 435

Spór o źródła mocy katalitycznej enzymów 
Jan Hutny 447

Fulereny w radiobiologii
Jacek Grębowski, Anita Krokosz 456

ARTYKUŁ SPONSOROWANY

Wydajna ekstrakcja białek transbłonowych z zastosowaniem 
zestawu ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction Kit 
Karina Błachnio 463

Rysunek na okładce:

Lotos orzechodajny (Nelumbo nucifera), 
fot. J. Bandorowicz-Pikuła (zdjęcie na 
okładce w ykorzystano za zgodą autorki)

Postępy Biochemii 56 (4) 2010 I
http://rcin.org.pl



C O N T E N T S

ADVANCES IN BIOCHEMISTRY VOL. 56, NO. 4, 2010

Events/Opinions/Comments 351

REVIEWS

Karyoskeletal and nuclear envelope proteins in cell cycle progression — known proteins in new functions 362

The analysis of the factors influencing the developm ent of glucocorticoid resistance in the etiopathogenesis of severe 
bronchial asthma 373

Chronic hepatitis and occult HCV infection 383

The influence of bacterial toxins on the carcinogenesis 389

Pathways of arsenic uptake in prokaryotic and eukaryotic cells 400

Plant purine nucleotide cyclases 409

Light-induced reduction of protochlorophyllide in angiosperms and chloroplast development 418

Chitinolytic activity of bacteria 427

Heterocyclic aromatic amines, food-derived mutagens: metabolism and relevance to cancer susceptibility 435

Dispute on the source of enzymes' catalytic power 447

Fullerenes in radiobiology 456

Efficient extraction of transmembrane proteins using ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction Kit 463

Szanowni Czytelnicy, Autorzy i Redaktorzy 
Postępów  Biochemii

Niech Nowy 2011 Rok przyniesie Państwu radość, 
miłość, pomyślność i spełnienie wszystkich marzeń, 
a gdy się te marzenia już spełnią, 
niech dorzuci garść Nowych marzeń, 
bo tylko one nadają życiu sens!

Sławomir Pikuła 
Redaktor Naczelny

PARTNERZY POSTĘPOW BIOCHEMII

O L Y M PU S •MERCK
Your V is ion , O u r  Future II

I

Polska Sieć  
M itochondrialna

w w w . m i t o n e t . p l

Redaktor naczelny: Sławomir Pikuła; e-mail: s.pikula@nencki.gov.pl, Redaktor senior: Zofia Zielińska 
Redaktor działu krajowego: Teresa Wesołowska; e-mail: redbioch@sci.pam.szczecin.pl, Redaktor działu „Forum Młodych Biochemików": Grzegorz Bartosz; e-mail: gbartosz@biol.uni.lodz.pl 

Redaktorzy: Joanna Bandorowicz-Pikuła, Jolanta Barańska, Andrzej Dżugaj, Krystyna Grzelak, Lilia Hryniewiecka, Danuta Hulanicka, Andrzej Jerzmanowski, Andrzej Kasprzak, Wanda Kłopocka, Paweł Pomorski, 
Aleksander F. Sikorski, Anna Szakiel, Adam Szewczyk, Tomasz Twardowski, Marek Zembala, Krzysztof Zabłocki, Alicja Żylicz 

Skład i łamanie: Małgorzata Basaj; e-mail: biochem@nencki.gov.pl 
Adres redakcji: "Postępy Biochemii", ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa; e-mail: postepy@nencki.gov.pl; http://www.postepybiochemii.pl 

Wydawca: Polskie Towarzystwo Biochemiczne; ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa, tel/fax (022) 6582099, e-mail: ptbioch@nencki.gov.pl, h t tp : //  www.ptbioch.edu.pl 
Kwartalnik "Postępy Biochemii" jest wydawany z pomocą finansową Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyższego 

"Postępy Biochemii" są indeksowane w Medline, IndexCopemicus i Agrolibrex. Nakład 1000 egz.

II www.postepybiochem ii.pl

http://rcin.org.pl

http://www.mitonet.pl
mailto:s.pikula@nencki.gov.pl
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


BD Phosflow TM
Odczynniki do Cytometrycznej, Wieloparametrowej Analizy 
Transdukcji Sygnału

Phosflow™ a Western Biot

ZALETY BD Phosflow™:

• Pomiar ufosforylowanych białek z jednoczesnym określeniem fenotypu komórki

• Szybkość i mniejsza ilość próbki niż w Western Biot

• Gotowe zestawy lub pojedyncze odczynniki

• Prosta analiza z bezpłatnym oprogramowaniem

Jeżeli chesz dowiedzieć się więcej, odwiedź naszą stronę: 

http://www.bdbiosciences.com/research/phosflow/

BD Biosciences
ul. Królowej Marysieńki 90
02-954 Warszawa
tel.: +48 1221 651 62 52
fax.: +48/22/ 651 75 89
www.bdbiosciences.com
amelia_niewodzka@europe.bd.com

BD and BD logo are trademarks of Becton, Dickinson and Company, ©2010 BD http://rcin.org.pl

http://www.bdbiosciences.com/research/phosflow/
http://www.bdbiosciences.com
mailto:amelia_niewodzka@europe.bd.com


abeam
 •

Największy katalog 
najlepszych 
przeciwciał 
na świecie

• Przeciwciała 
p i e rwszo rzę d o we

• Przeciwciała 
drugorzędowe

• Białka/peptydy
• Kity
• Lizaty
• Skrawki tkankowe
• Matryce przeciwciał na zamówienie

Katalog online www.abcam.com

Zapytania i orders@abcam.com 
zamówienia tel. +44 1223 696000 
(w j. angielskim) fax +44 1223 771600

abeam www.abcam.comhttp://rcin.org.pl

http://www.abcam.com
mailto:orders@abcam.com
http://www.abcam.com


X L V Z J A Z D  P O L S K I E G O  T O W A R Z Y S T W A  
B O C H E M I C Z N E G O  

W I S Ł A ,  2 0 - 2 3  W R Z E Ś N I A  2 0 1 0  R.

W dniach 20-23 września 2010 
roku odbył się XLV Zjazd Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego. Ob­
rady w całości odbyły się w Hotelu 
Gołębiewski w Wiśle. Honorowy Pa­
tronat nad Zjazdem objęła Prezydent 
Miasta Zabrze, pani Małgorzata Mań- 
ka-Szulik. W Zjeździe wzięli udział 
Honorowi Członkowie Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego: prof. 
Jolanta Barańska, prof. Janina Kwiat- 
kowska-Korczak, prof. Andrzej Dżu- 
gaj (Prezes Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego), prof. Edward Bań­
kowski, prof. Jerzy Chmielowski oraz 
prof. Mieczysław Chorąży.

W XLV Zjeździe Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego uczestniczy­
ło ponad 560 osób; wśród nich goście 
ze Stanów Zjednoczonych, Kanady, 
Niemiec, Francji oraz, jak co roku, licz­
na grupa zaprzyjaźnionych biochemi­
ków z Białorusi. W śród uczestników 
Zjazdu przewagę stanowili młodzi 
naukowcy, studenci i doktoranci.

Uroczystość inauguracji poprze­
dzona została posiedzeniem Zarządu 
Głównego Towarzystwa, któremu 
przewodniczył Prezes PTBioch prof. 
Andrzej Dżugaj. W czasie spotkania 
m.in. powołano członków komisji, któ­
ra podczas Zjazdu miała dokonać oce­
ny prac zgłoszonych do nagrody im. 
W łodzimierza Mozołowskiego. W cza­
sie posiedzenia przedstawiono także 
przebieg prac związanych z przygoto­
waniami do przyszłorocznego Zjazdu, 
który odbędzie się w  Krakowie.

Organizatorem tegorocznego Zjaz­
du był Katowicki Oddział PTBioch. 
Pracom Komitetu Organizacyjnego 
przewodniczyła prof. Ewa Birkner. 
Członkami Komitetu byli pracownicy 
Katedry Biochemii Wydziału Lekar­
skiego z Oddziałem Lekarsko-Denty- 
stycznym w Zabrzu Śląskiego Uniwer­
sytetu Medycznego w Katowicach.

Komitet Naukowy, którem u prze­
wodniczyła prof. Krystyna Olczyk

zgromadził organizatorów poszcze­
gólnych sesji zjazdowych, wśród któ­
rych znaleźli się: prof. Stanisław Bie­
lecki (Łódź), prof. Mieczysław Chorą­
ży (Gliwice), prof. Piotr Widłak (Gli­
wice), prof. Maria Jolanta Rędowicz 
(Warszawa), prof. Jerzy Pałka (Biały­
stok), prof.
C z e s ł a w  
C i e r n i e w  - 
ski (Łódź), 
prof. H anna 
Jańska (Wro­
cław), prof.
Joanna Ban- 
dorowicz-Pi- 
kuła (War­
szawa), prof.
Adam  Szew­
czyk (War­
szawa), prof.
A le k s a n d e r  
Sieroń (Kato­
wice), prof.
Grzegorz Bartosz (Łódź), prof. H u ­
bert Krotkiewski (Wrocław), prof. 
Leszek Kaczmarek (Warszawa), prof. 
Julian Świerczyński (Gdańsk) i prof. 
Andrzej Szutowicz (Gdańsk).

Inauguracja Zjazdu odbyła się 20 
września 2010 r. w  Sali Kongresowej 
Hotelu Gołębiewski. Uroczystość po­
prowadzili Przewodnicząca 
Komitetu Organizacyjnego 
prof. Ewa Birkner i jej w spół­
pracownik dr hab. Sławo­
mir Kasperczyk (Fot. 1). 
Uczestników Zjazdu pow i­
tała w imieniu W ładz Uczel­
ni prof. Krystyna Olczyk,
Prorektor ds. Kształcenia 
Podyplom owego Śląskiego 
Uniwersytetu Medycznego 
oraz dr Daniel Miklasiński, 
Przewodniczący Rady Miej­
skiej w  Sosnowcu.

Otwarcia Zjazdu dokonał 
Prezes Polskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego prof.
Andrzej Dżugaj (Fot. 2), który przed ­
stawił Laureatów Nagrody im. Jakuba

Karola Parnasa (sponsorem nagrody 
jest Firma Molecular Research Center, 
Inc, Ohio, Cincinnati, USA) za najlep­
szą pracę doświadczalną wykonaną 
w  Polsce i opublikowaną w  2009 roku. 
Nagrodę otrzymali Dawid Walerych, 
Maciej B. Olszewski, M ałgorzata 

G u tk o w sk a , 
A le k s a n d r a  
Helwak, Ma­
ciej Żylicz i 
Alicja Żylicz 
za pracę pt.: 
Hsp 70 m o­
lecular cha­
perones are 
reguired to 
suport p53 
tum or sup ­
pressor ac­
tivity under 
stress condi­
tions. Onco­
gene. 2009; 

28: 4284-4294. W imieniu Laureatów 
W ykład Inauguracyjny zatytułowany 
Who guards a guardian of the geno­
me? p53 as the molecular chaperone 
substrate, przedstawił dr Dawid W a­
lerych (Fot. 3).

Następnie prof. Dżugaj wręczył 
nagrody Laureatom konkursów 

PTBioch. Za najlepszą 
pracę doktorską w  2009 
roku (ufundowaną przez 
Firmę Merck) Komisja w 
składzie: prof. Anna Fi­
lipek (przewodnicząca), 
prof. Barbara Nawrot, 
prof. Lilia Hryniewiecka, 
prof. Zbigniew Madeja 
i prof. Michał Woźniak, 
powołana przez Zarząd 
Główny Polskiego To­
warzystwa Biochemicz­
nego i zaakceptowana 
przez przedstawiciela 
firmy „MERCK" (dr Ka­
rina Błachnio), w śród 16 
zgłoszonych na konkurs 

prac doktorskich za najlepszą uznała 
rozpraw ę dr Romana Józefa Szczęsne-

Fot. 2. Cerem onia otwarcia 
Z jazdu -  prof. A ndrzej Dżugaj, 
Prezes Tow arzystwa.
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Fot. 1. Powitanie gości przez  prof. Ewę Birkner i d r hab. Sławomira 
Kasperczyka.
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go pt.: Badanie funkcji ludzkiej helika- 
zy hSuv3p. Praca została w ykonana w 
Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN 
w Warszawie pod kierunkiem 
prof. Ewy Bartnik.

Nagrodę im. prof. Bolesława 
Skarżyńskiego za najlepszy arty­
kuł opublikowany w Postępach 
Biochemii w  roku 2009 otrzym a­
ły mgr Marta Olchowik i dr hab. 
Marta Miączyńska z M iędzy­
narodowego Instytutu Biologii 
Molekularnej i Komórkowej za 
pracę przeglądową pt.: Białka 
efektorowe GTPazy Rab5 w re­
gulacji endocytozy i przekazy­
wania sygnałów.

Nagrodę Polskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego (ufundo­
w aną przez Firmę Sigma-Aldrich Pol­
ska) za najlepszą pracę doświadczal­
ną lub teoretyczną z zakresu Chemii 
i Biochemii Kwasów Nukleinowych 
przyznano prof. Wojciechowi Stecowi 
za całokształt pracy.

Stypendia im. Janiny Opieńskiej- 
Blauth za najlepszą pracę wykonaną 
i prezentowaną przez autora studenta 
uzyskali Tomasz Wrzesiński, student 
IV roku Biotechnologii Uniwersyte­
tu Przyrodniczego w Poznaniu za 
pracę: Regulation of CYP11A1 gene 
expression by mitotane in mouse and 
hum an adrenocortical cells oraz M a­
rek Adamowicz z Instytutu Biologii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego i 
Szkoły Głównej Gospodarstwa Wiej­
skiego w Warszawie za pracę pt.: The 
role of autophage in hum an colon 
cancer cells HCT 116 induced to sene­
scence via curcumin tretmant.

W dalszej części uroczystości prof. 
Ewa Luchter-Wasylewska, p rzew od­
nicząca komitetu organizacyjnego 
przyszłorocznego Zjazdu zaprosi­
ła wszystkich uczestników na XLVI 
Zjazd PTBioch, który zostanie zorga­
nizowany wspólnie z Polskim Towa­
rzystwem  Biologii Komórki jako II 
Kongres Polskiej Biochemii i Biologii 
Komórki w  Krakowie. Na zakończe­
nie odbyła się część artystyczna, w 
której wystąpił kwartet smyczkowy 
The Strings z W arszawy.

Program naukow y Zjazdu otw o­
rzył wykład plenarny pt.: How m y­
osin motors work: insight from ato-

mic resolution structures, wygłoszo­
ny przez prof. Annę H oudusse, FEBS 
National Lecturer. Poszczególne sesje

naukow e poświęcone były następują­
cym tematom:

Biochemia Techniczna 
M olekularne m etody we w spół­
czesnej diagnostyce i terapii now o­
tw orów
Cytoszkielet i mięśnie 
Biochemia Farmaceutyczna 
M olekularne mechanizmy progre­
sji now otw orów  
Biochemia roślin 
M olekularne podłoża chorób 
M itochondria — od biochemii do 
medycyny
Biochemia macierzy pozakomór- 
kowej
Biochemia przeciwutleniaczy 
Cukry a informacja biologiczna 
Neurobiologia molekularna 
D ydaktyka biochemii 
Biochemia kliniczna 
Dużym  zainteresowaniem cieszyły 

się w ykłady i warsztaty zorganizo­
w ane przez firmy: Biocentrum, Per- 
kin-Elmer i 
Merck.

W cza­
sie trw a ­
nia Zjazdu 
k o m i s j a  
p o w o ł a n a  
przez Za­
rząd G łów ­
ny w ybrała 
l a u r e a t ó w  
do nagrody 
im. Wło­
d z i m i e r z a  
Mozołowskiego. W konkursie mogli 
uczestniczyć autorzy doniesień ust­

nych lub plakatowych, którzy do cza­
su zamknięcia Zjazdu nie ukończyli 
35 lat. Przewodniczącym komisji zo­

stał prof. Krzysztof Sobolew­
ski, a w  jej skład weszli: prof. 
Maria Rybczyńska, prof. Elż­
bieta Rębas i dr Jolanta Zalej- 
ska-Fiolka.

Komisja przyznała nagrodę 
m gr Tomaszowi Wysockie­
m u z Zakładu Biofizyki Mo­
lekularnej i Medycznej UM w 
Łodzi za pracę pt.: Downre- 
gulation of MMP-7 by siRNA 
effects tum or grow th and for­
mation of New blood vessels, 
both in vitro and in vivo oraz 
dw a wyróżnienia: mgr Natalii 
N ow ak z W ydziału Biochemii, 
Biofizyki i Biotechnologii UJ 

w Krakowie za pracę: Involvement of 
thiamine (vitamin Bl) in the response 
of Arabidopsis thaliana seedlings to the 
environmental stress oraz m gr Mo- 
nice Litwin z Zakładu Patologii Ko­
mórki W ydziału Biotechnologii Uni­
wersytetu Wrocławskiego za pracę: 
Gelsolin-driven podosome formation 
in hum an colon cancer cells.

W tym roku po raz pierwszy pla­
katy zjazdowe były przedstawiane w 
formie elektronicznej i każdy z uczest­
ników miał możliwość zagłosowania 
na najlepszą prezentację plakatową. 
Za najlepszą uznano prezentację pt.: 
Identification of factors and signaling 
pathways involved in glioma associa­
ted transformation of microglia into 
tumour-supporting cells autorstwa A. 
Ellert-Miklaszewskiej, P. Wiśniewskie­
go, P. Przanowskiego, M. Kijewskiej,
B. Kazy, M. Śliwy i B. Kamińskiej. Wy­
różnione zostały dwie prezentacje: I.

Papiewska-Pa- 
jąk, R. Bedna­
rek, Czesław
S. Cierniewski, 
Degradation of 
fibryn gels by 
colon adeno­
carcinoma cells 
enhanced by 
vascular endo­
thelial growth 
factor and thy­
mosin (34 oraz 
A. J. Pietrzyk,
A. Bujacz, M. 

Łochtyńska, M. Jaskólski, G. Bujacz, 
Isolation, purification and preliminary
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crystallographic studies of two ma­
jor proteins from mulberry silkworm 
(Bombyx moń L.) hemolymph.

Streszczenia wszystkich w ystą ­
pień i doniesień w ydrukow ane zo­
stały dzięki w sparciu  M inisterstw a 
Nauki i Szkolnictwa W yższego, w 
Acta Biochimica Polonica (suple­
m ent 4).

Uczestnicy Zjazdu, oprócz bar­
dzo aktyw nego udzia łu  w  obradach, 
mieli rów nież okazję do spotkań 
towarzyskich. W pierw szym  dniu  
po zakończeniu uroczystości inau ­

guracji odbył się bankiet w  H otelu  
Gołębiewski, w  czasie którego przy  
lam pce w ina i smacznej kolacji m oż­
na było p row adzić  dyskusje do p ó ź ­
nych godzin. N atom iast w  d rug im  
dn iu  baw iono się przy dźw iękach  
góralskiej kapeli (Fot. 4). Przez cały 
okres trw ania Z jazdu dopisyw ała 
p iękna pogoda.

N a zakończenie sp raw ozdan ia  
chciałabym  serdecznie podziękow ać 
Z arządow i G łów nem u Polskiego 
T ow arzystw a Biochemicznego oraz 
Redakcji Acta Biochimica Poloni­
ca za pom oc i w spółpracę. P ragnę

także podziękow ać organizatorom  
Sesji N aukow ych, członkom  Komisji 
ds. N agród, członkom  Komitetów 
N aukow ego i Organizacyjnego za 
tru d  w łożony w  organizację Zjaz­
du. Szczególnie serdecznie dziękuję 
rów nież firmie „Galop", organizato ­
row i konferencji i kongresów. Bez 
ich pom ocy nie byłoby m ożliwe tak 
perfekcyjne zorganizow anie nasze­
go przedsięwzięcia.

Prof. Ewa Birkner 
Przewodnicząca Komitetu  
O rganizacyjnego Zjazdu

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

M E R C K  S P .  Z O . O .  Z A  N A J L E P S Z Ą  P R A C Ę  
D O K T O R S K Ą  Z B I O C H E M I I  W 2 0 0 9  R O K U

Zarząd Główny Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego, na podsta ­
wie opinii komisji w  składzie: prof. 
Lilia Hryniewiecka, prof. Barbara 
N awrot, d r Karina Błachnio (Merck), 
prof. Zbigniew Madeja, prof. Mi­
chał W oźniak i prof. Anna Filipek 
(przewodnicząca), ogłasza, że w śród 
zgłoszonych na konkurs prac doktor­
skich nagrodę w wysokości 4 500 zł 
otrzym ał Pan dr Roman Józef Szczę­
sny za pracę doktorską p.t. „Badanie 
funkcji ludzkiej helikazy hSuv3p". 
Praca została w ykonana w Insty­
tucie Biochemii i Biofizyki PAN w 
W arszawie pod kierunkiem  prof. dr 
hab. Ewy Bartnik. Wręczenie nagro ­
dy odbyło się 20.09.2010 r. podczas 
uroczystości inauguracji XLV Zjazdu 
Polskiego Towarzystwa Biochemicz­
nego w  Wiśle.

SYLWETKA NAUKOWA 
DR ROMANA J. SZCZĘSNEGO

Roman J. Szczęsny ukończył studia 
na W ydziale Biologii Uniwersytetu 
W arszawskiego uzyskując kolejno 
dw a dyplom y z wyróżnieniem, za 
pracę licencjacką (2002) oraz magi­
sterską (2004). Promotorem obu prac 
była prof. dr hab. Ewa Bartnik, a 
bezpośrednim  opiekunem dr Janusz 
Piechota. Podczas studiów Roman 
Szczęsny uzyskał Stypendium  Mini­
stra Edukacji Narodowej i Sportu, a 
także odbył 6-miesięczny staż na Uni­

wersytecie w M anchesterze w  ram ach 
program u Socrates-Erasmus.

W 2004 roku został przyjęty na 
studia doktoranckie w  Instytucie Bio­
chemii i Biofizyki PAN w Warszawie, 
gdzie w ykonyw ał pracę pod kierun­
kiem  prof. E. Bartnik, przy ścisłej 
w spółpracy z prof. Piotrem P. Stęp­
niem  i Instytutem  Genetyki i Biotech­
nologii UW. W latach 2005-2008 od ­
był 3 kilkumiesięczne staże naukow e 
w  wiodących laboratoriach we Francji 
i Finlandii. W trakcie studiów  dokto­
ranckich Roman Szczęsny opiekował 
się studentam i wykonującymi zarów ­
no pracę m agisterską jak i pracę licen­
cjacką, prow adził ćwiczenia z genety­
ki i genetyki człowieka na Wydziale 
Biologii UW, oraz przygotowywał i 
prow adził zajęcia w  Szkole Festiwalu

Nauki. Na swoje badania dotyczące 
białka hSuv3p dr Szczęsny otrzymał 
grant promotorski z Ministerstwa 
Nauki i Szkolnictwa Wyższego, dwa 
granty w ewnętrzne IBB PAN oraz 
dw a stypendia wyjazdowe — Polo­
nium  i FEBS. Był również wykonawcą 
dwóch grantów prof. P.P. Stępnia.

Roman J. Szczęsny jest w spółauto­
rem  ośmiu publikacji, m.in. w takich 
czasopismach jak Nucleic Acids Re­
search, EMBO Journal, Biology of the 
Cell, Mechanism of Ageing and De­
velopment. Jest laureatem program u 
START Fundacji na rzecz Nauki Pol­
skiej „Stypendia krajowe dla młodych 
uczonych" (edycja 2010), a także ze­
społowej nagrody Rektora Uniwer­
sytetu Warszawskiego za osiągnięcia 
naukowe.

Obrona pracy doktorskiej p. Szczę­
snego „Badanie funkcji ludzkiej he­
likazy hSuv3p" odbyła się 1 grudnia 
2009 r. Na wniosek obu recenzentów 
— prof. Krzysztofa Staronia i prof. 
Janusza Siedleckiego praca doktorska 
została wyróżniona przez Radę N a­
ukową IBB PAN. Ponadto, dr Szczę­
sny otrzymał Nagrodę Dyrektora IBB 
PAN za najlepszą rozprawę doktor­
ską obronioną w 2009 r.

Obecnie dr Szczęsny jest zatrud­
niony na stanowisku asystenta w  
Instytucie Genetyki i Biotechnolo­
gii UW w grupie kierowanej przez
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doc. dr hab. Andrzeja Dziem bow­
skiego. Prowadzi badania dotyczące 
analizy funkcjonalnej kom pleksu eg- 
zosomu oraz degradacji i kontroli ja­
kości RNA u człowieka.

BADANIE FUNKCJI LUDZKIEJ 
HELIKAZY hSuv3p

STRESZCZENIE PRACY

Roman J. Szczęsny

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN; Instytut 
Genetyki i Biotechnologii, Uniwersytet War­
szawski, ul. Pawińskiego 5a, 02-106 Warsza­
wa; e-mail: rszczesny@ibb.waw.pl

M itochondria są półautonomicz- 
nymi organellami występującymi 
w  cytoplazmie prawie wszystkich 
komórek eukariotycznych. Jedną z 
głównych funkcji mitochondriów jest 
przeprow adzanie procesu fosforyla­
cji oksydacyjnej, a powstały w  tym 
procesie trifosforan adenozyny jest 
źródłem energii użytecznej biologicz­
nie. Poza tym, że mitochondria stano­
wią centrum energetyczne komórki 
uczestniczą również w  innych proce­
sach metabolicznych niezbędnych do 
funkcjonowania komórki, np. biosyn­
tezie porfiryn i cyklu mocznikowym.

Od m om entu odkrycia mitochon­
driów, opisanych po raz pierwszy w 
XIX wieku, nasza wiedza o ich roli i 
funkcjonowaniu w  komórce ciągle 
się poszerza. Obecnie m itochondria

nie są postrzegane jedynie jako cen­
tra energetyczne komórek eukario­
tycznych. Udział mitochondriów w 
apoptozie, ich związek ze starzeniem 
się oraz procesem nowotworzenia, a 
przede wszystkim  odkrycie chorób 
mitochondrialnych przyczyniło się do 
jeszcze intensywniejszych badań nad 
funkcjonowaniem m itochondriów.

Pomimo, że od kilku dekad w iado­
mo, że m itochondria człowieka posia­
dają w łasny system genetyczny, funk­
cjonowanie tego układu nie zostało 
w pełni poznane. Chociaż znane są 
podstaw ow e procesy umożliwiające 
realizację mitochondrialnej informacji 
genetycznej (Ryc. 1) to nie są one w 
pełni scharakteryzowane na poziomie 
molekularnym. Co więcej, badania 
ostatnich lat nad replikacją genomu 
m itochondrialnego kręgowców [1], 
w  tym  człowieka, oraz nad obróbką 
m itochondrialnego tRNA [2] w skazu­
ją, że badanie funkcjonowania mito­
chondriów  jest dziedziną nauki, która 
nadal kryje wiele tajemnic.

W przypadku  człowieka, genom 
m itochondrialny zawiera jedynie 
-0,1% wszystkich genów zawartych 
w  ludzkim  DNA, ale każdy z mito­
chondrialnych genów jest niezbędny 
do życia organizmu. Szczegółowe po­
znanie biologii m itochondriów ma nie 
tylko charakter czysto poznawczy, ale 
może przybliżyć nas do zrozumienia 
patogenezy chorób powodowanych 
zaburzeniam i funkcjonowania mito-

chondriów. Wiedza taka m ogłaby po­
móc w opracowaniu odpow iednich 
terapii.

W ramach rozpraw y doktorskiej 
podjęto się próby ustalenia roli helika- 
zy hSuv3p w komórce człowieka, ze 
szczególnym uwzględnieniem  jej po­
tencjalnej funkcji w mitochondriach. 
Z wcześniejszych badań wiadom o 
było, że białko Suv3 drożdży pełni 
kluczową rolę w  metabolizmie m ito­
chondrialnego RNA u Saccharomyces 
cerevisiae. Biorąc pod uw agę rolę he- 
likaz w metabolizmie kw asów  nukle­
inowych, wydawało się logiczne, że 
poznanie funkcji białka hSuv3p m o­
głoby przybliżyć nas do zrozum ienia 
biologii mitochondriów. Zadanie to 
było tym ciekawsze, że rola ta nie m u­
siała być tą jaką pełni jego ortolog w 
mitochondriach S. cerevisiae. W iado­
mo bowiem było, że oba białka mają 
różną preferencję co do rozwijanego 
substratu, a ekspresja genu hSUV3 
człowieka w  komórkach drożdży nie 
komplementuje delecji jego drożdżo- 
wego ortologa.

W trakcie prow adzonych badań 
ustalono, że obniżenie ekspresji genu 
hSUV3 w komórkach HeLa prow adzi 
do apoptozy zależnej zarów no od ak­
tywności kaspaz jak i białka AIF (ang. 
apoptosis inducing factor). Przeprow a­
dzone badania z użyciem barwienia 
immunofluorescencyjnego pozwoliły 
stwierdzić, że w  przypadku niektó­
rych typów  komórek helikaza hSuv3p 
jest białkiem zlokalizowanym zarów ­
no w mitochondriach jak i jądrze ko­
m órkow ym  [3], Jednak jej podstaw o­
wą, występującą we wszystkich do­
tychczas zbadanych komórkach, jest 
lokalizacja mitochondrialna.

W celu poznania potencjalnych 
partnerów  białkowych helikazy 
hSuv3p otrzymano stabilne linie 
komórkowe syntetyzujące białko 
hSuv3p, lub jego N-końcowy frag­
ment jako kontrolę, w  fuzji ze znacz­
nikiem TAP (ang. tandem affinity pu- 
rification). Wykorzystując tandem o­
wą chromatografię pow inow actw a i 
mitochondrialne ekstrakty białkowe 
wykazano, że helikaza hSuv3p współ- 
oczyszcza się z białkiem p32 oraz mi- 
tochondrialną fosforylazą polinukle- 
otydową (PNPazą), o której wiadomo, 
że jest rybonukleazą. O ddziaływanie 
z białkiem p32 potwierdzono m. in.

Rycina 1. M apa i podstaw ow e etapy ekspresji g enom u m itochondrialnego człowieka. G enom  m itochondrialny 
człowieka jest kolistą, dw uniciow ą cząsteczką DNA (16569 pz) kodującą 37 genów. W p rzypadku  większości 
genów  nicią m atrycow ą jest tak zw ana nić H. Transkrypcja m itochondrialnego DNA prow adzi do pow stania 
d ługich policistronowych transkryptów , których  p ierw szym  etapem  obróbki jest wycięcie tRNA, co p row a­
dzi do pow stania p ierw otnych cząsteczek mRNA, tRNA, rRNA podlegających dalszym  etapom  dojrzewania 
oraz niekodującego RNA. Pojedyncze litery oznaczają rodzaj tRNA kodow anego  przez dany  gen. Zaznaczono 
geny kodujące białka kom pleksów  fosforylacji oksydacyjnej oraz rRNA. W regionie regulatorow ym  znajduje 
się w iększość elem entów  cis zw iązanych z regulacją transkrypcji. Dla uproszczenia  schem atu pom inięto trans­
krypcję obejmującą tylko geny od tRNAF do tR N A L(UUR).
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oczyszczając oba białka po heterolo- 
gicznej nadprodukcji w  komórkach 
Escheńchia coli, a następnie przepro­
wadzając doświadczenie typu „dot 
biot". Wykazanie współoczyszczania 
się helikazy hSuv3p oraz PNPazy 
pozwoliło zasugerować możliwość 
istnienia w mitochondriach komplek­
su hSuv3p-PNPaza [4], który mógłby 
uczestniczyć w  metabolizmie RN A 
mitochondrialnego, będąc odpow ied­
nikiem degradosom u bakteryjnego. 
Wiadomo bowiem, że u E. coli heli- 
kaza RhlB w raz z PNPazą wchodzi w 
skład degradosom u, kompleksu od ­
powiedzialnego 
za degradację 
RNA. Informa­
cja taka jest tym  
ważniejsza, że 
dotychczas nie 
wiadom o jaki 
enzym  odpo­
wiada za degra­
dację RNA w 
mitochondriach 
człowieka.

Aby zbadać 
m itoch o n d ria l-  
ną funkcję he­
likazy hSuv3p 
o p r a c o w a n o  
o d p o w i e d n i  
model kom ór­
kowy [4]. Jego 
podstaw ow ym  założeniem było przy­
puszczenie, że pojawienie się w mito­
chondriach białka hSuv3p, które nie 
posiada ani aktywności ATPazy ani 
helikazy, mogłoby zaburzać funkcjo­
nowanie białka endogennego. Zbada­
nie zmian w  metabolizmie mitochon- 
drialnych kw asów  nukleinowych po­
w odow anych takim  zaburzeniem m o­
głoby pozwolić na określenie funkcji 
pełnionej przez hSuv3p. Otrzymany 
model składa się z pięciu stabilnych 
linii komórkowych. Dwie z nich w re­
gulowany sposób wyrażają w prow a­
dzony do ich genom u jądrowego gen 
kodujący aktyw ną lub pozbawioną 
aktywności helikazowej formę białka 
hSuv3p. Pozostałe linie komórkowe, 
służące jako kontrole, to komórki z 
w staw ionym  pustym  wektorem lub 
genem  kodującym aktywną (lub nie­
aktywną) katalitycznie formę helika­
zy hSuv3p pozbaw ioną sekwencji kie­
rującej to białko do mitochondriów. 
Na podstawie przeprow adzonych 
doświadczeń stwierdzono, że nad ­

produkcja katalitycznie nieaktywnej 
formy hSuv3p pełnej długości pow o­
duje zaburzenie funkcjonowania m i­
tochondriów. W ykazano, że nie wyni­
ka to ani z obecności w  pożywce in- 
duktora w prow adzonych genów, ani 
z pojawienia się w mitochondriach 
dużej ilości białka mitochondrialne- 
go. U dowodniono, że obserwowany 
efekt jest zależny od mitochondrialnej 
funkcji hSuv3p. Co więcej, dośw iad­
czenia z obniżeniem poziom u białka 
hSuv3p za pomocą siRNA pozwoliły 
wykazać, że zaburzenie funkcji peł­
nionej przez hSuv3p przez nadpro ­

dukcję jej 
k a ta li ty c z ­
nie nie­
a k t y w n e j  
formy jest 
funkcjonal­
nie rów ­
n o  w a ż n e  
z jego bra­
kiem w ko­
mórce [4],

Stosując 
ten m o­
del oraz 
t e c h n i k ę  
d w u k i e ­
r u n k o w e j  
e l e k t r o f o ­
rezy DNA 
w w arun ­

kach obojętnych wykazano, że funk­
cja pełniona przez białko hSuv3p jest 
niezbędna do prawidłowej replikacji 
DNA mitochondrialnego, przebiega­
jącej w edług mechanizmu, w  którym  
nić opóźniona początkowo syntety­
zowana jest jako RNA (RITOLS, ang. 
ribonucleotide incorporation throughout 
the lagging-strand). Uzyskane wyniki 
wskazują, że pozbawienie komórki 
funkcji pełnionej przez hSuv3p pow o­
duje zatrzym anie tego typu replikacji 
już na wczesnym etapie inicjacji.

Przy użyciu uzyskanego m odelu 
kom órkowego oraz techniki siRNA 
udow odniono, że helikaza hSuv3p 
jest niezbędna do degradacji RNA 
mitochondrialnego oraz produktów  
ubocznych jego obróbki. Tym samym, 
białko to jest elementem system u kon­
trolującego RNA w m itochondriach i 
pełni jedną z kluczowych ról w  m eta­
bolizmie mitochondrialnych kwasów 
nukleinowych [4], W mitochondriach 
człowieka znaczącą częścią transkry-

bowanego DNA są fragmenty mię- 
dzygenowe. RNA powstały w  w yni­
ku ich transkrypcji jest bardzo szybko 
usuwany. Chociaż fakt ten był znany 
już od ponad 30 lat [5] to dopiero ni­
niejsze badania pozwoliły opisać ten 
proces na poziomie molekularnym i 
wskazać, że jest on zależny od aktyw­
ności helikazy hSuv3p.

Spowolnienie degradacji RNA mi­
tochondrialnego przez zaburzenie 
funkcji hSuv3p pozwala na badanie 
cząsteczek RNA o bardzo krótkim 
czasie półtrwania. Taki układ do­
świadczalny pozwolił na wykrycie 
w  mitochondriach człowieka grupy 
transkryptów nazwanych RNA lu­
strzanym  [4], Transkrypty te mają 
bardzo podobną długość do mRNA 
kodowanych przez genom mitochon- 
drialny, ale powstają w wyniku trans­
krypcji nici sensownej i tym samym są 
kom plem entarne do odpowiadające­
go im mRNA. Dalsze badania pozwo­
lą rozstrzygnąć czy lustrzane RNA 
pełnią funkcję w  regulacji ekspresji 
lu b /i  replikacji genomu mitochon­
drialnego. Przeprowadzone doświad­
czenia pozwoliły na identyfikację 
helikazy hSuv3p jako białka uczest­
niczącego w  degradacji kodującego 
i niekodującego mitochondrialnego 
RNA (Ryc. 2). W edług dostępnych 
danych literaturowych jest to pierw­
sze białko o takiej funkcji zidentyfiko­
w ane u kręgowców.
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Rycina 2. Udział helikazy hSuv3p w m etabolizm ie m itochon­
drialnych kw asów  nukleinowych. H elikaza hSuv3p uczestniczy 
w degradacji mRNA i rRNA, a także jest niezbędna do usuw ania  
p roduktów  ubocznych obróbki m itochondrialnego RNA i nieko­
dującego RNA. Procesy te odbyw ają się z udz ia łem  rybonukleazy 
PN Pazy lub innego niezidentyfikow anego białka o aktywności 
nukleolitycznej. Funkcja pełniona przez hSuv3p jest n iezbędna 
do  utrzym ania  właściwego poziom u m itochondrialnego DNA. 
Białko to oddziałuje z białkiem p32, przy czym  rola tego oddzia ­
ływania nie jest obecnie znana.
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W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

Prezydent Bronisław Komorow­
ski podpisał nowelizację przepisów  
reformujących system nauki. N ow e­
lizacja jest związana z pakietem pię­
ciu rządow ych ustaw reformujących 
polską naukę przyjętych przez Sejm 
w  m arcu bieżącego roku, a podpisa­
nych w  maju przez Bronisława Komo­
rowskiego, wykonującego obowiązki 
p rezydenta RP. Są to ustawy: o zasa­
dach finansowania nauki, o N arodo­
w ym  Centrum  Badań i Rozwoju, o 
N arodow ym  Centrum  Nauki, o insty­
tutach badawczych, o Polskiej Aka­
demii N auk oraz poselskiej ustawy 
wprowadzającej przepisy przejścio­
we. Zakładają one m. in. decentraliza­
cję finansowania nauki i związanie jej 
z sektorem  gospodarczym, powołanie 
N arodow ego Centrum  Nauki i likwi­
dację najgorzej ocenianych jednostek 
naukowych. N arodowe Centrum  N a­
uki ma być instytucją, która w  otw ar­
tych konkursach przyznawać będzie 
pieniądze na realizację przez naukow ­
ców najambitniejszych projektów w 
dziedzinie badań podstawowych. O 
granty na badania (w tym także za­
kup  niezbędnej aparatury) będą się 
m ogły ubiegać instytuty naukowe, ze­
społy badawcze i naukowcy prow a­
dzący indyw idualne projekty. Naro­
dow e Centrum  Nauki działa od roku 
akademickiego 2010/11. 24-osobowa 
Rada złożona z wybitnych uczonych 
tworzyć będzie najważniejszy organ 
NCN. Rada przygotuje konkurs na 
dyrektora zarządzającego Centrum, 
i z nim  będzie decydować o dyscy­
plinach, w  których ogłaszane będą 
konkursy. Rada będzie wyłoniona do 
końca 2010 roku. Podpisana noweli­
zacja rozszerza w  ustawie lustracyj­
nej katalog osób pełniących funkcje 
publiczne, wprowadzając do niego 
dyrektora N arodowego Centrum N a­
uki, jego zastępców oraz zastępców 
dyrektora Narodowego Centrum  Ba­
dań  i Rozwoju, co oznacza, że osoby 
te będą m usiały składać oświadczenia 
lustracyjne, a w przypadku stwier­
dzenia ich niezgodności z praw dą zo­
staną pozbawione pełnionych przez 
nie funkcji publicznych (PAP).

Instytucje naukowe, które otrzy­
mały najsłabsze oceny Ministerstwa

Nauki i Szkolnictwa W yższego do­
staną w 2011 roku o połowę mniej 
pieniędzy na działalność. Resort za­
powiada, że zaoszczędzone pieniądze 
zostaną rozdzielone w konkursach na 
badania. Informacje o ocenie instytu­
cji naukowych resort nauki opubliko­
wał w końcu września b.r. na swojej 
stronie internetowej, wykazując w 
ocenie parametrycznej w  skali od 1 
do 5 potencjał naukowy 
jednostek badawczo-ro­
zwojowych, instytutów 
PAN, jednostek organiza­
cyjnych uczelni i innych 
podm iotów prow adzą­
cych działalność nauko­
wą (np. firm lub funda­
cji). Na tej podstawie 
resort nauki przydziela 
fundusze w ramach tzw. 
dotacji na działalność sta­
tutową, czyli utrzymanie 
samej instytucji oraz nie­
które badania i konser­
wację sprzętu. Eksperci z 
różnych dziedzin ocenili 
blisko tysiąc instytucji, biorąc pod 
uwagę m.in. liczbę i stopnie naukowe 
pracowników, osiągnięcia naukowe 
placówki i wyposażenie. Instytucje 
należące do czwartej i piątej kategorii 
(najsłabsze) w 2011 roku będą mogły 
liczyć na dotację statutową tylko na 
sześć miesięcy, a w  tym czasie będą 
musiały przeprowadzić restruktury­
zację, zmianę sposobu 
działania lub starania o 
przyłączenie do silniej­
szej placówki. W śród jed­
nostek kategorii 4 i 5 nie 
ma instytutów PAN. Po 
upływie roku jednostki 
będą mogły wystąpić o 
ponowne oceny; przy­
znanie placówce wyższej 
kategorii da jej możliwość 
uzyskania wyższych do­
tacji na działalność statu ­
tową (PAP).

Kobiety naukowcy  
ze stopniem doktora wychowujące 
małe dzieci otrzymały od Funda­
cji na rzecz Nauki Polskiej (FNP) 
dofinansowanie o łącznej wartości 
ponad 5,5 min złotych, w  ramach 
programu „Pomost". Program um oż­

liwia najlepszym naukow com  w y­
chowującym małe dzieci lub ocze­
kującym urodzenia dziecka, powrót 
do zaawansowanej pracy naukowej. 
Laureatki otrzymały granty o śred­
niej wartości 553 tys. zł na realizację 
projektów badawczych z udziałem 
studentów  i doktorantów. Laureatka­
mi I edycji program u „Pomost" zosta­
ły: dr Magdalena Banach-Orłowska 

(Fot. 1) z M iędzynarodo­
wego Instytutu Biologii 
Molekularnej i Komór­
kowej w Warszawie; dr 
Anna Kicińska z Wy­
działu Biologii Uniwer­
sytetu im. Adam a Mic­
kiewicza w Poznaniu; 
dr Barbara Michalec z 
Instytutu Fizyki Jądrowej 
PAN; dr hab. Katarzyna 
Pernal z Instytutu Fizy­
ki Politechniki Łódzkiej; 
dr Dorota Pierścińska 
z Instytutu Technologii 
Elektronowej; dr Izabela 
Szafraniak-Wiza z W y­

działu Budowy Maszyn i Zarządzania 
Politechniki Poznańskiej, dr Barbara 
Piętka z W ydziału Fizyki i dr Aneta 
Suwińska (Fot. 2) z W ydziału Bio­
logii Uniwersytetu Warszawskiego, 
dr Aneta Kasza (Fot. 3) z Wydziału 
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii 
oraz dr hab. Joanna Łojewska (Fot. 4) 
z W ydziału Chemii Uniwersytetu Ja­

giellońskiego. Do udzia ­
łu w  I edycji program u 
zgłosiło się 79 kandy­
datek. Wnioski mogli 
składać również m ęż­
czyźni, którzy korzystali 
z urlopów  lub przerw  w 
pracy związanych z po­
siadaniem dziecka, trw a­
jących nieprzerwanie 
przez co najmniej 6 mie­
sięcy. Formuła program u 
opiera się na możliwo­
ści prow adzenia badań 
w niepełnym wymiarze 
czasu pracy i wsparciu 

ze strony młodych naukowców w 
realizacji badań. Ma stworzyć kom ­
fortowe w arunki pracy, sprzyjające 
efektywnemu godzeniu roli mamy z 
pracą naukowca. Nowy program  FNP 
sprzyja utalentow anym  naukowcom
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zmierzającym do godzenia kariery 
naukowej z rodzicielstwem. W arun­
ki program u mogą 
pomóc ograniczyć 
odchodzenie z na­
uki najzdolniejszych 
kobiet. Wcześniej w 
ramach program u 
„Pomost" FNP na­
grodziła już kobiety 
pracujące naukowo 
w trakcie ciąży. Do końca 2015 roku 
Fundacja przeznaczy ponad 25 min 
złotych na granty dla matek i ojców, 
którzy po przerwie związanej z opie­
ką nad dzieckiem, chcą wrócić do pra ­
cy badawczej. Naukowcy zaintereso­
wani udziałem  w II edycji program u 
i uzyskaniem  dofinansowania, mogli 
składać swoje wnioski 
do 15 października br.
Program  jest współfinan­
sowany ze środków Unii 
Europejskiej z Europej­
skiego Funduszu Rozwo­
ju Regionalnego.

Prezes PAN prof. Mi­
chał Kleiber, przy okazji 
nagród Ig Nobli za do­
konania, które najpierw 
prowokują do śmiechu, 
a później do zastano­
wienia, uznał, iż projekty 
badawcze, których tytuły 
brzm ią śmiesznie mogą 
w przyszłości stać się pow ażnym  od ­
kryciem. Profesor upatruje w  zabaw ­
nym  przedstawieniu nauki sposób 
na przyciągnięcie zainteresowania do 
projektów zawierających poważne 
wnioski.

Polscy biolodzy — Łukasz So­
kołow ski (Fot. 5) i Justyna Słowiak  
(Fot. 6) — zostali zdo­
bywcami pierwszej i 
drugiej nagrody w  22. 
unijnym konkursie dla 
młodych naukowców w  
Lizbonie. Praca Łuka­
sza Sokołowskiego p.t.
„W jaki sposób żerują 
m rów ki Formica cine- 
rea" została przez niego 
przygotow ana, gdy był 
uczniem  XXI LO im. Bo­
lesława Prusa w Łodzi; aktualnie jest 
studentem  Uniwersytetu M edyczne­
go w  Łodzi. Pierwszą nagrodę przy­
znano także pracom autorów z Czech 
i Węgier. Justyna Słowiak zdobyła

jedną z trzech drugich nagród za pra ­
cę „Bioróżnorodność, paleoekologia 

i pozycja taksono­
miczna kręgowców 
śro d k o w o tria so w e- 
go systemu morskie­
go Śląska". Laureat­
ka jest absolwentką 
I LO im. Mikołaja 
Kopernika w Opolu, 
a obecnie studiuje w 

Kolegium MISMaP na Uniwersytecie 
Warszawskim. W 2009 roku Justyna 
Słowiak znalazła się wśród laureatów 
M iędzynarodowego Konkursu Ilu­
stracje Dinozaurów 2009; Jej pasją są 
dinozaury. Pod Tarnawskimi Górami 
znalazła dolną szczękę ichtiozaura, a 
jest to jedno z trzech znalezisk doko­

nanych na świecie. Polskę 
reprezentowała również 
Marta Ubik, absolwentka 
II LO im. Jana III Sobieskie­
go w Krakowie, studiująca 
na II roku Wydziału M ate­
matyki i Informatyki UJ z 
pracą „Oszacowanie sumy 
długości przekątnych". Po­
lacy od 1995 roku zdobyli 
już 19 nagród głównych i 
wiele nagród specjalnych. 
Konkurs Prac Młodych 
Naukowców Unii Euro­
pejskiej, zapoczątkowany 
staraniem Komisji Euro­

pejskiej, ma usprawniać współpracę i 
wym ianę myśli. Celem konkursu jest 
zachęcenie młodych ludzi do rozwi­
jania zainteresowań naukowych oraz 
podjęcia kariery naukowej. W tego­
rocznej edycji konkursu 125 uczest­
ników, reprezentujących 37 krajów 
z całej Europy oraz z Kanady, Sta­
nów Zjednoczonych, Chin i Brazylii 

85 projektów. Projekty 
te wcześniej zdobyły 
pierwsze nagrody w 
krajowych eliminacjach 
konkursu, a ich tem a­
tyka dotyczy biologii, 
chemii, informatyki lub 
nauk społecznych. Stro­
na internetowa ze szcze­
gółowymi informacjami 
na temat zwycięzców i 
wszystkich projektów 
uczestniczących w  kon­

kursie: http: /  /  ec .europa.eu /rese-
arch /  youngscientists /  index_en.cfm.

Nową, prostą metodę analizy rów­
nowagi reakcji chemicznych zacho­

dzących w  roztworach opracowano 
w  Instytucie Chemii Fizycznej PAN. 
Może ona znaleźć zastosowanie np. 
w  chemii, biologii molekularnej, 
farmacji i w  medycynie. N ow a tech­
nika pozwala w tani i pewny sposób 
określić trwałość kompleksów po ­
wstających w wyniku reakcji zacho­
dzących między związkami chemicz­
nymi w  roztworach. Metoda została 
zgłoszona do opatentowania. Metoda 
pozwala w  krótkim czasie (30 min) 
na ustalenie jak i w  jakim stopniu 
lek jest w iązany we krwi pacjenta, a 
dzięki temu możliwe będzie ustalenie 
optymalnego leczenia, jeszcze przed 
rozpoczęciem kuracji. W metodzie 
wykorzystane jest zjawisko dyfuzji 
m iędzy warstwam i cieczy płynących 
z różnym i prędkościami, a o trwałości 
kompleksów decydują w spółczynni­
ki dyfuzji i stałą trwałości kom plek­
su. W Instytucie zostało opracowane 
urządzenie pozwalające na zbadanie 
trwałości kompleksów chemicznych. 
Powodzenie w drożenia m etody zale­
ży obecnie od aktywności przemysłu 
(wg N auka w Polsce).

Wmurowanie kamienia w ęgielne­
go pod Centrum Badań Przedklinicz- 
nych Warszawskiego Uniwersytetu 
Medycznego, w  którym prowadzone

Fot. 6. Justyna Słowiak

będą badania nad chorobami cyw ili­
zacyjnymi, odbyło się 23 września b.r. 
na Kampusie Ochota przy ul. Księcia 
Trojdena w  Warszawie. Centrum  Ba­
dań  Przedklinicznych i Technologii 
(CePT) jest wspólną inicjatywą W ar­
szawskiego Uniwersytetu M edycz­
nego, Uniwersytetu W arszawskie­
go, Politechniki Warszawskiej oraz 
siedmiu instytutów PAN. Centrum  
jest główną inwestycją w ram ach ca­

Fot. 4. Dr hab. Joanna Łojew- 
ska

ASS
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łego Projektu CePT — największego 
przedsięwzięcia biomedycznego i 
biotechnologicznego w Europie Środ­
kowo-Wschodniej. Ministerstwo N a­
uki i Szkolnictwa Wyższego finansuje 
CePT (360 min złotych) ze środków 
unijnego Program u Operacyjnego In­
nowacyjna Gospodarka. W Centrum  
Badań Przedklinicznych WUM będą 
prowadzone badania nad chorobami 
układu krążenia, ukła­
du nerwowego, now o­
tworami i problemami 
związanymi ze starze­
niem się. Pracownie 
Centrum  będą przyja­
zne dla projektów in­
stytucji założycielskich 
i współpracujących.
Docelowo w  budynku 
pracować będzie bli­
sko 300 osób — fizjo­
logów, farmakologów, 
patologów, biochemi­
ków, mikrobiologów. 
Zaprojektowano zwie­
rzętarnię i strefy w y­
poczynku. Przewidywany term in od­
dania do użytku — grudzień 2012 r. 
(wg N auka w Polsce).

Dr Wojciech Gutowski, lider ze­
społu australijskich naukowców, od­
krył pierwszą na świecie technologię 
pokrywania farbą plastików, która 
nie emituje zanieczyszczeń. Techno­
logia ta ma szansę zrewolucjonizować 
przemysł samochodowy. Za swoje 
odkrycie dr Gutowski otrzymał 50 
tys. doi., a jego zespół otrzymał presti­
żową australijską nagrodę „Victoria 
Prize". Dr Gutowski rozwinął techno­
logię pokrywania powierzchni przy 
użyciu sproszkowanej żywicy nie za­
wierającej rozpuszczalnika. Umożli­
wia ona farbom proszkowym, farbom 
i barwnikom  przywieranie do plasti­
ku. Dzięki odkryciu i zastosowaniu 
farb metalowe części samochodów 
i budynków  będą mogły być zastą­
pione lżejszymi i tańszymi częściami 
z plastiku i materiałów kom pozyto­
wych. Nagrody zostały wręczone 13 
września b.r. w  siedzibie australijskie­
go rządu. Jak wyjaśniają organizato­
rzy Victoria Prize w  filmie poświęco­
nym  wynalazkowi dr Gutowskiego 
(http:/ / www.youtube.com) podczas 
pokrywania metali farbą proszkową, 
materiałom nadaw any jest przeciwny 
ładunek elektryczny niż farbie. Dzię­
ki temu materiały przyciągają się i

proszek przywiera do materiału. N a­
tomiast plastik nie przewodzi prądu, 
więc farba od niego odpada. Wojciech 
Gutowski studiował na w ydziale in­
żynierii mechanicznej na Politechnice 
Szczecińskiej, gdzie zrobił doktorat. 
Do Australii wyjechał w  1981 r. Obec­
nie pracuje w  CSIRO, australijskiej or­
ganizacji naukowo-badawczej, gdzie 
jest liderem zespołu badawczego zaj­

mującego się naukami 
materiałowymi (wg 
Nauka w Polsce).

W m iędzygwiezd­
nych obłokach o 
ekstremalnie małej 
gęstości naukowcy, 
m.in. Polacy, znaleźli 
cząsteczkę chemiczną 
o nieoczekiwanie zło­
żonej strukturze. Od­
krycie zmienia sposób  
myślenia o procesach 
chemicznych zacho­
dzących w pozornie 
pustych obszarach 
Galaktyki. Badania 

z użyciem 8-metrowego telesko­
pu w  Paranal Observatory w  Chile 
przeprowadził zespół naukowców  
z Uniwersytetu Mikołaja Koperni­
ka (UMK) w  Toruniu, Europejskie­
go Obserwatorium Południowego  
(ESO), Instytutu Chemii Fizycznej 
PAN (IChF PAN) w  Warszawie oraz 
Uniwersytetu w  Seulu. G rupą kie­
ruje prof. dr hab.
Jacek Krełowski 
(Fot. 7) z Centrum  
Astronomii UMK.
W przezroczystych 
obłokach materii 
m ięd zy g w iezd n e j 
wykryto kation 
d w u a c e t y  l e n u ,  
cząsteczkę zbu ­
dow aną z dwóch 
atom ów w odoru i 
czterech atomów 
węgla (wg Nauka 
w  Polsce). Large 
Hadron Collider 
(LHC) -  gigan­
tyczny akcelerator 
do badania naj­
mniejszych cząstek materii — działa 
już z połową zaplanowanej energii. 
Large H adron  Collider (Wielki Zde- 
rzacz Hadronów), znajdujący się w 
ośrodku badawczym  Europejskiej Or­
ganizacji Badań Jądrowych (CERN)

pod Genewą, został po raz pierwszy 
uruchom iony we w rześniu 2008 r. Po 
początkowych trudnościach, w  tym 
poważnej awarii, która wstrzym ała 
pracę akceleratora na kilka miesięcy, 
ostatecznie aparatura  zaczęła działać 
w  marcu tego roku i od tej pory re­
gularnie dochodzi w  nim  do zderzeń 
cząstek. Za bezkolizyjną prace zde- 
rzacza odpow iada zespół dr Siemko. 
Pod koniec sierpnia intensywność 
wiązki została podwojona, w kolej­
nych miesiącach będzie zwiększana, 
aż do końca 2011 roku, i fizycy mają 
nadzieję osiągnąć blisko połowę m ak­
symalnej zaplanowanej intensyw­
ności wiązki. W tym  czasie m a też 
wzrosnąć energia LHC; m aszyna jest 
zaprojektowana do rozpędzania pro ­
tonów do energii 7 TeV. Po tym czasie 
akcelerator zostanie wyłączony, aby, 
kilkunastu miesiącach uruchomić go 
z maksymalną energią (wiosna 2013 
roku). LHC znajduje się 100 m etrów 
pod ziemią w  specjalnym kolistym 
tunelu o średnicy ok. 9 km  i o obw o­
dzie 27 km. Został zaprojektowany 
do poszukiw ania nie odkrytych do tej 
pory cząstek elem entarnych (wśród 
nich cząstki Higgsa, która miałaby 
wpływać na masę wszystkich innych 
cząstek) oraz do symulacji w m ikro­
skali zjawisk podobnych do tych, ja­
kie mogły zachodzić w  pierwszych 
sekundach po Wielkim Wybuchu. 
Wszystko po to, aby lepiej poznać 

zasady, rządzące otaczają­
cym nas światem  (wg N a­
uka w Polsce).

Naukowcy z Instytutu 
Chemii Fizycznej PAN  
w  Warszawie pracują 
nad elektrodami o po­
wierzchniach pokrytych 
warstwami nanocząstek 
w ęgla i enzymami. Elek­
trody te będzie m ożna 
w ykorzystać do produkcji 
nowoczesnych czujników 
i źródeł prądu , w  tym bio- 
ogniw  paliwowych, insta­
lowanych wew nątrz ciała 
człowieka i zasilanych 
substancjami zawartymi 
we krwi. Obecnie w ym ia­

na zasilania w  rozrusznikach ser­
ca wym aga m etod inwazyjnych. Na 
świecie od kilku lat trwają prace nad 
zbudow aniem  bioogniwa, co w ym a­
ga znalezienia podłoża umożliwiają­
cego trwałe osadzenie enzymu, w  taki
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sposób, aby wymieniał elektrony bez­
pośrednio z elektrodą. Udało się to w 
IChF PAN dzięki naniesieniu na elek­
trodę nanocząstek węgla. Elektrody 
pracują w  roztw orach o składzie zbli­
żonym  do osocza krwi. Nanocząstki 
węgla w doświadczeniach prow adzo­
nych w IChF PAN mają rozm iary po­
niżej 10 nanom etrów, a grubość goto­
wych w arstw  węglowych sięga nieco 
ponad 100 nanom etrów. Naukowcy 
IChF PAN, pod kierownictwem  prof. 
Marcina Opałło (Fot. 8) pracują nad 
wydajnością elektrod oraz nad ich 
zastosowaniem w  czujnikach elektro­
chemicznych.

W szechnica Żyw ieniow a Szkoły  
Głównej Gospodarstwa W iejskiego  
w  Warszawie, działa od 1994 roku.
Jej zadaniem  jest upow szechnianie 
w iedzy o praw id łow ym  żyw ieniu 
człowieka. Prelekcje odbyw ają się 
9 razy w roku. Przeznaczone są dla 
społeczeństwa W arszaw y i okolic. 
Tem atyka w ykładów  jest zróżni­
cowana, dostosow ana do zaintere­
sow ań słuchaczy i uw zględniająca

aktualne problem y żyw ieniow e na­
szego społeczeństwa oraz najnow ­
sze osiągnięcia nauki. W tym  roku 
akadem ickim  Wszechnica p rop o n u ­
je w ykłady  otw arte w każdą trzecią 
środę miesiąca, godz. 17:15 na W y­
dziale N auk  o Żywieniu Człowieka i 
Konsumpcji SGGW. Z aplanow ane w 
kolejnej edycji spotkania proponują 
w ykłady  o p roduktach  kiszonych, o 
zw iązku  chorób oczu z żywieniem, 
o wegetarianizm ie, etc. Prelekcje 
p row adzą  specjaliści z zakresu te­
m atycznego. Więcej szczegółów oraz 
prezentacje z poprzednich  lat na stro­
nie: h ttp ://w szechn ica_zyw ien iow a. 
sgg w .p l/.

Prof. dr Andrzej Bylicki, chemik, 
autor w ie lu  publikacji i patentów  
zmarł w  w ieku  94 lat w  Warsza­
w ie  — poinform owała rodzina na­
ukowca. Prof. Bylicki był bliskim 
w spó łp racow nik iem  prof. Wojcie­
cha Sw iętosławskiego, w ybitnego 
polskiego fizykochemika; prezesem  
Fundacji im. Wojciecha Świętosław- 
skiego na Rzecz W spierania N auki

i Rozwoju Potencjału N aukow ego 
w Polsce. Przez k ilkadziesiąt lat 
pełnił w iodącą rolę kierując w  Pol­
skiej Akadem ii N auk  polską szkołą 
badań  nad  węglem; kierow ał m.in. 
C entralnym  Program em  Badań P od ­
staw ow ych „S truktura  i w łasności 
węgli i podstaw y m etod ich p rze ­
tw órstw a". Przez wiele lat (1980- 
1990) był p rzedstaw icielem  Polski w 
M iędzynarodow ym  Komitecie Unii 
N aukow ych COD AT A. Prof. Bylicki 
był o rganizatorem  sesji Z grom adze­
nia Ogólnego CODATA w W arsza­
wie, co było szczególnie istotne, po ­
niew aż zgrom adzenie  to odbyw ało 
się podczas stanu wojennego. Był 
członkiem  Polskiego Tow arzystw a 
Chem icznego i Am erican Chem i­
cal Society. Jest au torem  ponad  100 
publikacji i 16 patentów , w ychow ał 
wiele pokoleń chem ików, k ilkuna­
stu doktorów . Został odznaczony 
Krzyżem  K om andorskim  O rderu  
O drodzenia  Polski. Prof. Bylicki 
zm arł 24 września.

pod redakcją Teresy W esołow skiej

X V I  E U R O P E J S K A  K O N F E R E N C J A  
B I O E N E R G E T Y C Z N A  ( E B E C )  

W A R S Z A W A  1 7 - 2 2  L I P C A  2 0 1 0  R.

W dniach 17-22 lipca odbyła się w 
Warszawie w  Starej Bibliotece Uniwer­
syteckiej 16-ta Europejska Konferencja 
Bioenergetyczna. Idea organizowania 
w  Europie konferencji bioenergetycz­
nych, na wzór podobnych konfe­
rencji („gordonowskich") odby­
wających się w  Stanach Zjedno­
czonych, nurtowała naukowców 
Starego Kontynentu od dawna. 
W prawdzie począwszy od 1965 r. 
odbywały się coroczne konferen­
cje o tematyce bioenergetycznej 
organizowane przez prof. Erne­
sto Quagliariello na Uniwersy­
tecie w Bari (Włochy), jednakże 
była to w  pewnym  sensie osobi­
sta inicjatywa tego wpływowego 
włoskiego uczonego. Dlatego na 
Zjeździe FEBS w Dreźnie w  1978 
r. zawiązała się grupa inicjatywna 
europejskich bioenergetyków ce­
lem przygotowania gruntu pod 
regularne konferencje bioenergetyczne 
na kontynencie europejskim. Grupie 
tej przewodzili między innymi profe­
sorowie Lars Emster (Sztokholm) i G.F.

Azzone (Padwa). Ze strony polskiej 
brał w niej udział prof. Lech Wojtczak 
(Warszawa). Postanowiono, że kon­
ferencje o nazwie European BioEner- 
getics Conferences (w skrócie EBEC)

Fot. 1. Przerw a w  obradach. W tle budynek Starej Biblioteki U niw ersy ­
tetu W arszaw skiego (Krakowskie Przedmieście 26/28). A utor zdjęcia: 
A nna Mirgos.

organizowane będą w  różnych krajach 
europejskich co dwa lata, na przemian z 
odbywającymi się w  Ameryce również 
co dw a lata bioenergetycznymi konfe-

renqami gordonowskimi. W rezultacie 
pierwszy EBEC odbył się w 1980 r. w 
Urbino (Włochy). Szesnasty EBEC w 
Warszawie w 2010 r. przypada więc w 
trzydziestą rocznicę tej konferencji.

W tegorocznej, warszawskiej 
konferencji wzięło udział po­
nad 530 naukowców z prawie 
wszystkich krajów europejskich, 
w tym  najwięcej z Niemiec (87 
osób). Spoza Europy licznie re­
prezentowane były Stany Zjed­
noczone (43 uczestników) i Japo­
nia (26), lecz przybyli również, 
choć nieliczni, bioenergetycy 
z Korei Południowej, Brazylii, 
Izraela, Meksyku, Singapuru, 
Australii i Nowej Zelandii. Za­
rejestrowanych uczestników 
z Polski było 76. W Konferen-

  cji brała udział również liczna
grupa doktorantów, głównie z 

placówek naukowych stolicy, którzy 
jako w olontariusze pomagali przy ob­
słudze obrad, a jednocześnie mogli w 
nich uczestniczyć.
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Fot. 2. Otw arcie konferencji. Za stołem  prezydialnym  od lewej: prof. Jerzy 
Duszyński i prof. Lech Wojtczak. Przy mównicy prof. A dam  Szewczyk. A u­
tor zdjęcia: S. Skrzeczynski/beC reative.pl.

Głównym  organizatorem Konfe­
rencji był Instytut Biologii Doświad­
czalnej im. Nenckiego PAN w W ar­
szawie, a współorganizatorami Sekcja 
Bioenergetyki Polskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego i Polska Sieć 
Mitochondrialna. Konferencję w spar­
ło finansowo Ministerstwo Nauki i

Fot. 3. W trakcie obrad. W pierw szym  rzędzie sie­
dzą (od lewej): sir John E. Walker, laureat N agro­
dy  Nobla, i prof. Jerzy Duszyński. A utor zdjęcia: 
S. Skrzeczyńsk i/beCreative.pl.

Szkolnictwa Wyższego (dotacja na 
wydawnictwa konferencyjne), a także 
Polska Sieć Mitochondrialna, Inter­
national Union of Biochemistry and 
Molecular Biology oraz firmy biotech­
nologiczne. Umożliwiło to między 
innymi przyznanie 23 stypendiów dla 
młodych naukowców spoza Polski.

Powierzenie Polsce organizacji szes­
nastej Konferencji EBEC było wyrazem 
uznania przez Międzynarodowy Ko­
mitet Doradczy EBEC wkładu naszego 
kraju w  badania w tej dziedzinie. Ofertę 
goszczenia Konferencji w naszym kraju 
złożył cztery lata temu polski delegat

do Komitetu Dorad­
czego, prof. Adam 
Szewczyk. On też stał 
się głównym motorem 
trwających dwa lata 
przygotowań do tej 
imprezy. Prof. Adam 
Szewczyk oraz prof. 
Jerzy Duszyński (obaj z 
Instytutu im. Nenckie­
go) zostali współprze­
wodniczącymi Kon­
ferencji. Honorowym 
przewodniczącym był 
prof. Lech Wojtczak 
(Instytut im. Nenckie­
go), sekretarzem Komi­
tetu Organizacyjnego 
prof. Barbara Zabłocka 

(Instytut Medycyny Doświadczalnej i 
Klinicznej im. Mirosława Mossakow­
skiego PAN), skarbnikiem zaś dr hab. 
Joanna Szczepanowska (Instytut im. 
Nenckiego). W pracach Komitetu Or­
ganizacyjnego uczestniczyły także prof. 
Hanna Jańska (Uniwersytet Wrocław­
ski) i prof. Wiesława Jarmuszkiewicz 
(Uniwersytet im. Adama Mickiewicza 
w  Poznaniu), które były odpowiedzial­
ne za przeprowadzenie konkursu na 
stypendia dla młodych naukowców. 
Zakwaterowanie uczestników, organi­
zację wyżywienia i imprez towarzyszą­
cych powierzono firmie Global Wings 
(Warszawa).

Tematyka konferencji obejmowała 
główne nurty badawcze z obszaru bio­
energetyki zgrupowane w osiemnastu 
sesjach tematycznych:
1. Łańcuch oddechowy i fotosystemy
2. Syntazy ATP i ATPazy
3. Transportery błonowe
4. Medycyna mitochondrialna
5. Mitochondria, reaktywne formy 

tlenu i starzenie
6. Pory na mitochondrialna (VDAC)
7. Proteomika mitochondriów
8. Mitochondria w  neurodegeneracji
9. Mitochondria jako ceł 

terapeutyczny
10. Białka rozprzęgające (uncoupling 

proteins)
11. Oksydazy końcowe
12. Ekspresja genomu 

mitochondrialnego
13. Biogeneza mitochondriów
14. Bioenergetyka organizmów 

prokariotycznych
15 Udział mitochondriów w  fizjologii 

komórki, apoptozie 
i przekazywaniu sygnałów

Fot. 4. Prof. Dieter Oesterhelt, laureat M edalu Pe­
tera Mitchella. A utor zdjęcia: S. Skrzeczyński/be- 
Creative.pl.

Fot. 5. Prof. M artin Klingenberg, au tor Specjalnego 
W ykładu W ieczornego. Prezentuje a lbum  pośw ię­
cony Fryderykowi Chopinowi, który na pam iątkę 
w ystąpienia otrzym ali wszyscy trzej au torzy  w ie­
czornych w ykładów  specjalnych. A utor zdjęcia: 
S. Skrzeczyński/beC reative.pl.

16. Mitochondrialne kanały jonowe
17. Bioenergetyka systemowa
18. Struktura i dynamika 

mitochondriów
W sumie wygłoszono 17 wykładów 

plenarnych, 98 wykładów sesyjnych 
oraz 3 specjalne wykłady wieczorne. 
Ponadto przedstawiono 28 krótkich 
ustnych prezentacji wybranych poste­
rów oraz 8 wykładów naukowo-meto- 
dycznych. Wśród autorów referatów 
plenarnych było dwóch laureatów N a­
grody Nobla: Hartm ut Michel (Frank­
furt, Niemcy) i sir John E. Walker 
(Cambridge, Wielka Brytania). Ponad-

Fot. 6. Prof. Ernesto Carafoli, au tor Specjalnego W y­
k ładu W ieczornego. A utor zdjęcia: S. Skrzeczyń­
sk i/  beCreative.pl.
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to wykład plenarny wygłosił Dieter 
Oesterhelt (Martinsried, Niemcy), lau­
reat medalu Petera 
Mitchella, specjal­
nego wyróżnienia 
przyznawanego z 
okazji każdej kon­
ferencji EBEC. War­
to również wspo­
mnieć, że jeden z re­
feratów plenarnych 
został wygłoszony 
przez wybitnego ba­
dacza fotosyntezy,
Pierre'a Joliota (Pa­
ryż, Francja), wnuka 
Marii Skłodowskiej- 
Curie. Nowością 
na warszawskiej 
konferencji EBEC 
było zorganizowa­
nie specjalnych Se­
sji Wieczornych dla trzech wybitnych 
specjalistów w dziedzinie bioenerge­
tyki: Martina Klingenberga (Mona­
chium), Ernesto Carafoli'ego (Padwa) 
i Vladimira P. Skulacheva (Moskwa). 
W trakcie konferencji Ernesto Cara- 
foli otrzymał nagrodę im. Marcelego 
Nenckiego za dorobek naukowy oraz 
za kilkudziesięcioletnią współpracę 
naukową z polskimi ośrodkami nauki, 
a szczególnie z Instytutem Biologii Do­
świadczalnej im. M. Nenckiego.

Program uzupełniły dwie sesje 
dyskusyjne związane z tematyką kon­

ferencji (hot topie discus- 
sions), w których wzięło 
udział kilkadziesiąt osób. 
Dużym zainteresowa­
niem cieszyły się rów ­
nież trzy sesje 
m e t o d y c z n e  
p o św ię c o n e :
(1) obrazo­
waniu mito- 
c h o n d r i ó w ,
(2) pom iarom  
o d d y c h a n i a  
i potencjału 
elektrycznego 
na w ew nętrz­
nej błonie mi- 
t o c h o n d r i a l -  
nej oraz (3) 
analizie mi-

tochondrialnych kanałów 
jonowych. W ich trakcie 
swoje metodyczne uwagi przedsta­
wili nie tylko naukowcy, ale także 
przedstawiciele firm produkujących 
aparaturę wykorzystywaną w bada­
niach. Tego typu prezentacje były po 
raz pierwszy zorganizowane na kon­
ferencji EBEC.

Sesje plakatowe zgromadziły po­
nad 250 plakatowych doniesień kon­

ferencyjnych, z których 28 zostało, jak 
w spom niano wyżej, przedstawione 
również w formie krótkich, dziesię- 
ciominutowych, doniesień ustnych. 
Dwoje młodych autorów tych donie­
sień zostało wyróżnionych nagroda­
mi. Nagrodę pieniężną ufundow aną 

przez firmę wydawniczą 
Elsevier otrzymał Mi- 
chael Zick (Monachium, 
Niemcy), a wyróżnienie 
ufundowane przez or­
ganizatorów — Joanna 
Rorbach (Cambridge, 
Wielka Brytania).

Pełne teksty większo­
ści referatów ukazały się 
w  zeszycie specjalnym 
Biochimica et Biophysi- 
ca Acta -  Bioenergetics 
(tom 1797, nr 6-7), któ­
rego redaktoram i byli 
Lech Wojtczak i Krzysz­
tof Zabłocki. Ponadto z 

okazji konferencji ukazał się zeszyt 
specjalny FEBS Letters (tom 584, nr 
10) pod redakcją Adama Szewczyka i 
Wilhelma Justa pod tytułem „Intracel- 
lular łon Channels".

Barbara Zabłocka 
Joanna Szczepanowska  
Lech Wojtczak

Fot. 7. Prof. Vladim ir P. Skulachev, au ­
tor Specjalnego W ykładu W ieczorne­
go, w  trakcie dyskusji. A utor zdjęcia: 
A nna Mirgos. Fot. 8. Joanna Rorbach i Michael 

Zick, laureaci konkursu  na najlep­
sze ustne  w ystąpienia m łodych 
uczestników  konferencji. A utor 
zdjęcia: A nna Mirgos.

VI edycja konkursu na najlepszą pracę doktorską  
z biochemii w  2010 roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z o.o. ogłaszają szóstą edycję konkursu na najlepszą 
pracę doktorską z biochemii wykonaną w polskiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest 
przyznanie autorowi pracy tytułu doktora przez właściwą radę naukową lub radę wydziału w 2 0 1 0  roku. 
Nagroda obejmuje premię pieniężną dla autora w wysokości 4 500 zł, ufundowaną przez firmę Merck, 
oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika „Postępy Biochemii" w 2011 roku. Nagrodę 
przyznaje Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firmą Merck. 
Zgłoszenia kandydatów do Nagrody mogą dokonywać pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilito­
wanego lub tytułem profesora.
Zgłoszenia w formie listu przewodniego, zawierającego informacje o wyniku głosowania właściwej komisji 
i rady naukowej lub rady wydziału, wraz z pracą doktorską I kopiami recenzji w formacie pdf należy 
przesłać w KnieprzekriCp£al|yrn term inie do 1 marca 2011  roku tylko drogą elektroniczną na adres:

j.redowicz@ nencki.gov.pl 
Rozstrzygnięcie konkursu nastąpi do 31 sierpnia 2011 roku, a uroczyste wręczenie Nagrody odbędzie się na 
dorocznym Zjeździe Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we wrześniu 2011 roku.
Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika „Postępy Biochemii". Pytania dotyczące 
konkursu można uzyskać kierując je pod następujący adres poczty elektronicznej: j.redowicz@nencki.gov.pl.

M. Jolanta Rędowicz
Sekretarz Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 

Instytu t Biologii Doświadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Białka szkieletu jądrowego i otoczki jądrowej w przebiegu 
cyklu komórkowego — znane białka w nowych rolach

Magda Dubińska-Magiera 

Magdalena Zaremba-Czogalla 

Ryszard Rzepecki

Pracow nia Białek Jądrowych, W ydział Biotech­
nologii, U niw ersytet W rocławski, W rocław

^Pracow nia  Białek Jądrowych, W ydział 
Biotechnologii, U niw ersytet W rocławski, ul. 
Przybyszew skiego 63/77, 51-148 W rocław; teł. 
(71) 375 63 08, e-mail: rzepecki@ ibmb.uni.wroc.

Pl

A rtykuł otrzym ano 13 października 2009 r. 
A rtykuł zaakceptow ano 7 m arca 2010 r.

Słowa kluczowe: otoczka jądrow a, szkielet ją­
drow y, blaszka jądrow a, lam iny, cytoszkielet, 
m itoza

Wykaz skrótów: ER (ang. endoplasmic reti­
culum) — siateczka śródplazm atyczna; INM 
(ang. inner nuclear membrane) — w ew nętrzna 
błona jądrow a; LAP (ang. lamina associated po­
lypeptide) — polipeptyd zw iązany z blaszką 
jądrow ą; NE (ang. nuclear envelope) — otoczka 
jądrow a; NEB(D) (ang. nuclear envelope break­
down) — rozpad  otoczki jądrowej; NL (ang. 
nuclear lamina) — blaszka jądrow a; NPC (ang. 
nuclear pore complex) — jądrow y kom pleks po­
row y; ONM  (ang. outer nuclear membrane) — 
zew nętrzna błona jądrow a

Podziękowanie: Praca dotow ana ze środ­
ków  W rocławskiego C entrum  Badań EIT+ w 
ram ach realizacji projektu „Biotechnologie i 
zaaw ansow ane technologie m edyczne" -  Bio- 
M ed (POIG.01.01.02-02-003/08) finansow a­
nego ze środków  Europejskiego Funduszu 
Rozwoju Regionalnego (Program  Operacyjny 
Innow acyjna G ospodarka, Poddziałanie 1.1.2).

STRESZCZENIE

Jądro komórkowe w komórkach organizmów eukariotycznych jest oddzielone od cytopla- 
zmy za pomocą otoczki jądrowej, którą tworzą: blaszka jądrowa oraz zewnętrzna i w e ­
wnętrzna błona jądrowa połączone ze sobą w  miejscach, w  których usytuowane są jądro­

we kompleksy porowe. Blaszka jądrowa jest strukturą złożoną głównie z lamin typu A i B, 
białek należących do rodziny filamentów pośrednich. Otoczka jądrowa, odpowiada m.in. 
za połączenie szkieletu jądrowego z siecią filamentów laminowych, chromatyną, cytoszkie- 
letem, utrzymywanie kształtu jądra komórkowego, rozmieszczenie kom pleksów porowych, 
organizację chromatyny, replikację DNA, regulację syntezy i funkcji czynników transkryp- 
cyjnych. Podczas mitozy otoczka jądrowa podlega procesom depolimeryzacji i reasocjacji. 
W trakcie tego procesu ulega demontażowi i powtórnemu składaniu struktura szkieletu ją­
drowego oraz jego połączenia z cytoszkieletem i chromatyną. W yniki eksperymentów uzy­
skane w ostatnich latach pozwalają przypuszczać, że białka budujące otoczkę jądrową biorą 
aktywny udział w  przebiegu cyklu komórkowego, w  tym również mitozy. Są one niezbęd­
ne zarówno w  procesie dezintegracji struktury szkieletu jądrowego, organizacji wrzeciona 
mitotycznego, jak i w  ponownym  odtwarzaniu skomplikowanych oddziaływań pom iędzy  
otoczką jądrową, chromatyną i cytoszkieletem w  komórkach potomnych.

WPROWADZENIE

Na przestrzeni lat wyobrażenia na temat otoczki jądrowej ulegały wielu istot­
nym  przemianom. Początkowo była ona postrzegana jako statyczna podpora 
jądra komórkowego stanowiąca stosunkowo stabilne rusztowanie dla otacza­
jącej go błony jądrowej oraz miejsce zakotwiczenia chromatyny. Postęp, jaki 
dokonał się dzięki badaniom  prow adzonym  przez laboratoria z całego świata 
pozwolił na zmianę w sposobie postrzegania otoczki. Utraciła ona swój „sta­
teczny charakter" na rzecz bardziej dynamicznego. Do w zrostu zainteresowania 
otoczką jądrową przyczynił się również fakt, że mutacje w  genach kodujących jej 
komponenty, takie jak laminy czy emeryna, okazały się przyczyną pow staw ania 
chorób degeneracyjnych z grupy laminopatii. Zarzucono także model szkieletu 
jądrowego oparty o definicje preparatywne, w którym szkielet jądrowy utożsa­
miany był z macierzą (matriks) jądrową. Macierz jądrowa była tworem  reszt­
kowym izolowanego jądra komórkowego, poddanego zwykle procesowi tzw. 
stabilizacji (indukcji szoku termicznego) a następnie procesowi trawienia DNA 
i kolejnych ekstrakcji buforami o niskiej sile jonowej z detergentem niejonowym 
(1% Tri ton X-100) oraz buforem o wysokiej sile jonowej.

Kolejnym krokiem w poznaniu otoczki jądrowej było zrozumienie, że rola 
wielu z jej składników nie ogranicza się jedynie do funkcji strukturalnej. Białka 
otoczki posiadają funkcjonalne domeny enzymatyczne, w sposób pośredni lub 
bezpośredni uczestniczą w  regulacji ekspresji genów i organizacji chromatyny. 
Badania dokonane w ciągu ostatniej dekady przyniosły nowe odkrycia dotyczą­
ce otoczki. Zainteresowania naukowców wykroczyły poza analizowaną dotych­
czas, interfazową strukturę i aktywność otoczki jądrowej, co ujawniło jej kolejną, 
nieoczekiwaną cechę. Otoczka, a właściwie tworzące ją kom ponenty okazały 
się istotnymi elementami w przebiegu kluczowego dla życia procesu, jakim jest 
mitoza. Niedawno opublikowane dane wskazują na udział laminy B, jednego 
z istotnych elementów otoczki, w budowie szkieletu wrzeciona podziałowego, 
dzięki czemu może ona odpowiadać za jego formowanie regulując dostępność 
różnych czynników mających kluczowe znaczenie dla procesu formowania 
wrzeciona (SAF, ang. spindle assembly factors) lub wpływać na organizację prze­
strzenną skondensowanych chromosomów [1]. Ponadto w  ostatnich latach ud o ­
wodniono, że jeden z kluczowych partnerów  białek otoczki jądrowej — białko 
BAF jest zaangażowane w  proces segregacji chromosomów i odtwarzania otocz­
ki jądrowej [2], Nie bez znaczenia wydają się również doniesienia literaturowe, z 
których wynika, że emeryna — bardzo ważne integralne białko błony jądrowej, 
biorące udział w  utrzym aniu praw idłow o funkcjonującego jądra komórkowe-
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go, w komórkach człowieka odpow iada za kotwiczenie cen- 
trosomu do błony jądrowej [3],

Formowanie wrzeciona podziałowego i segregacja chro­
mosomów poprzedzone przez rozpad otoczki jądrowej są 
procesami bardzo dynamicznymi, wymagającymi współ­
udziału mikrotubuli, białek motorycznych oraz szeregu 
białek pełniących funkcje strukturalne i regulatorowe, z któ­
rych jeszcze wiele nie zostało poznanych. Wydaje się wielce 
prawdopodobne, że nadchodzące lata przyniosą odpow ie­
dzi na pytania dotyczące tożsamości tych białek, i że wiele 
z nich okaże się składnikami otoczki, znanymi wcześniej z 
funkcji pełnionych w  interfazowym jądrze.

Niniejsza praca obejmuje aktualny przegląd danych 
związanych z budow ą i funkcjonowaniem otoczki jądrowej, 
ze szczególnym uwzględnieniem roli, jaką odgrywają jej 
poszczególne komponenty w procesach regulacji ekspresji

genów i mitozy oraz rozpadu jądra komórkowego i jego od ­
twarzania po podziale.

BUDOWA JĄDRA KOMÓRKOWEGO

Jądro komórkowe jest strukturą dynamiczną, w  której 
zachodzi regulowana ekspresja genów i replikacja DNA. 
Budowa jądra pozwala na ścisłe kontrolowanie jego zaw ar­
tości, co umożliwia oddzielenie procesów jądrowych od 
innych, zachodzących w cytoplazmie. Znaczna część proce­
sów regulacji ekspresji genów i proliferacji komórek opiera 
się o selektywną, m odulow aną przepuszczalność otoczki 
jądrowej dla różnych czynników regulatorowych. Część ze­
wnętrzną jądra stanowi otoczka jądrowa (NE, ang. nuclear 
envelope), składająca się z kilku elementów: wewnętrznej i 
zewnętrznej błony jądrowej (INM i ONM, ang. inner/outer 
nuclear membrane), które oddzielone są od siebie przestrze­
nią perinuklearną (PNS, ang. perinuclear space) o szerokości
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pośrednie

Centrosom

Plektyna

MikrotubuleNespryna

MAN1

Emeryna
SMAD

Nup153
LAP2p

Lamina B
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Rycina 1. Schemat otoczki jądrowej. Schemat obrazujący s trukturę  otoczki jądrowej. W interfazie otoczka jądrow a otacza całe jądro. System błon tworzących otoczkę 
jądrow ą składa się z  zewnętrznej błony jądrowej, wewnętrznej błony jądrowej oraz przestrzeni międzybłonowej. Zew nętrzna błona zachowuje ciągłość z siateczką śrópla- 
zm atyczną (ER). W ew nętrzna błona jądrow a zawiera szereg różnych białek, które oddziałują z utw orzoną w  głównej mierze z lam in blaszką jądrow ą oraz chrom atyną. 
Miejsca styku błon jądrow ych oddziałują bezpośrednio z białkami tw orzącym i jądrow e kom pleksy porow e (NPC). N iektóre białka zlokalizowane w błonie zewnętrznej 
odpow iadają za łączność pom iędzy jądrem  a strukturam i cytoplazm atycznym i, takimi jak centrosom y (emeryna, ciemnozielony) i filamenty aktynow e oraz pośrednie 
(nespryny, brązowy). N espryny zapew niają rów nież łączność z w nętrzem  jądra za pośrednictw em  oddziaływ ań z białkami posiadającymi dom enę SUN (jasnożółty). 
Schem at przedstaw ia w ybrane oddziaływ ania pom iędzy białkami zw iązanym i z otoczką jądrową. Em eryna oddziałująca z lam inam i A /C  (pomarańczowy), M AN I 
(niebieski) w iążą się z białkiem BAF (żółty) i odgryw ają rolę w organizacji chrom atyny. Oddziałujące z lam iną B (purpurow y) białko LAP2P (fioletowy) oraz w iążące 
BAF i HP1 (seledynowy) białko LBR (jaskrawozielony) tw orzą miejsce zakotwiczenia dla heterochrom atyny. LAP2p wiąże rów nież deacetylazę histonów HDAC3 (biały), 
k tóra bierze udział w form ow aniu heterochrom atyny. N ukleoplazm atyczne kom pleksy lam in A /C  i LAP2a (czerwony) w iążą się z białkami BAF i retinoblastom a Rb 
(jasnozielony), dzięki czem u wpływ ają na organizację chrom atyny oraz ścieżki przekazyw ania sygnału E2F/R b (czarny). LAP2p może rów nież mieć udział w  ścieżce Rb 
poprzez  oddziaływ anie z czynnikiem  GCL (szary). Em eryna w iąże się z czynnikam i transkrypcji GCL, Btf (różowy) oraz Lmo7 (jasnopomarańczowy), LAP2(3 z GCL a 
BAF z  białkiem Crx (granatowy). Białka te m ogą brać udział w regulacji ekspresji genów. M AN I i jest zaangażow ane w ścieżkę przekazyw ania sygnałów  TGF(3 dzięki 
oddziaływ aniu  z białkami rodziny Smad (jasnoszary). Em eryna z kolei w pływ a na aktyw ność transkrypcyjną |3-kateniny (beżowy). Szczegółowy opis wym ienionych 
o ddziaływ ań  znajduje się w  tekście.

Postępy Biochemii 56 (4) 2010 363
http://rcin.org.pl



30-50 nm  oraz blaszki jądrowej (NL, ang. nuclear lamina). 
Zewnętrzna błona jądrowa zachowuje ciągłość z siateczką 
śródplazm atyczną (ER, ang. endoplasmatic reticulum), z którą 
jest funkcjonalnie spokrewniona. Przestrzeń perinuklearna 
stanowi swoiste przedłużenie przestrzeni utworzonej przez 
błony siateczki [4],

W jądrze znajdują się różne przedziały (ciałka jądrowe) 
utworzone, w  przeciwieństwie do cytoplazmy, bez wyko­
rzystania granic w  postaci błon. Rejony te są obszarami, 
gdzie zachodzą wyspecjalizowane procesy. Przykładowo: 
cały złożony proces produkcji podjednostek rybosomalnych 
ma miejsce w  jąderku, w splajsosomach (ang. spliceosome) 
zachodzą procesy dojrzewania, obróbki i składania mRNA, 
a ciałka Cajala (ang. Cajal bodies) odpowiadają za większość 
procesów dojrzewania jąderkowych i jądrowych małych ry- 
bonukleoprotein (snoRNPs, ang. small nucleolar ribonucleo- 
proteins; snRNPs, ang. small nuclear ribonucleoproteins) [5],

W jądrze kom órkow ym  znajduje się chromatyna w cha­
rakterystycznej dla danego typu komórek i fazy cyklu ko­
m órkowego organizacji przestrzennej i stopniu upakow a­
nia. Chrom atyna występuje w dwóch postaciach: „otw ar­
tej" (zdekondensowanej, euchromatyna) i „zamkniętej" 
(skondensowanej, heterochromatyna) Różnią się od siebie 
zwykle lokalizacją w zględem  otoczki jądrowej, a z pew no­
ścią składem białkowym, modyfikacjami potranslacyjny- 
mi histonów, poziom em  metylacji DNA czy dostępem do 
czynników jądrowych, takich jak regulatory transkrypcji i 
składniki maszynerii replikacyjnej [5]. Procesy odpow ie­
dzialne za utrzym yw anie chromatyny w jednej z tych form 
spełniają w jądrze znaczące funkcje regulatorowe.

OTOCZKA JĄDROWA I JĄDROWE KOMPLEKSY POROWE

Otoczka jąd row a to struk tura , która tw orzy obszar sty ­
ku pom iędzy nukleoplazm ą a cytoplazm ą (Rye. 1). Jest 
ona n iezbędna do u trzym ania biochemicznej tożsam o­
ści każdego z tych przedziałów . Otoczka składa się ze 
w spom nianych  już błon jądrow ych, z którym i oddziałuje 
szereg białek. Obie błony jądrow e łączą się ze sobą tw o­
rząc w raz z jąd row ym i kom pleksam i porow ym i (NPC, 
ang. nuclear pore complex) pierścieniowate, w odne kanały 
zapew niające kon tak t pom iędzy nukleoplazm ą a cyto­
plazm ą. Jądrow e kom pleksy porow e regulują transport 
m akrom olekuł w  poprzek  błony jądrowej. U kręgow ców  
w pojedynczym  jądrze  kom pleksy porow e w ystępują w 
liczbie kilku tysięcy. T ransport jądrow y jest procesem  
skom plikow anym , w  którym  uczestniczy liczna rodzina 
receptorów  nazyw anych , w p rzypadku  drożdży  kariofe- 
rynam i, a w  p rzy p ad k u  ssaków im portynam i i ekspor- 
tynam i [6]. Schem at budow y kom pleksów  porow ych jest 
zachow any w ewolucji, mimo, że u różnych gatunków  
m ogą w ystępow ać znaczne różnice w ich rozm iarach. U 
ssaków masa kom pleksu  porow ego w ynosi około 60-125 
MDa, u d rożdży  około 40-60 MDa. Każdy kom pleks zło ­
żony jest z ponad  30 różnych białek nazyw anych nukle- 
oporynam i (nup). Cząsteczki globularne o masie powyżej 
40 kDa są transpo rtow ane  poprzez kom pleksy w sposób 
aktyw ny. Kanał centralny poru  w ypełniony jest nukle- 
oporynam i bogatym i w pow tórzenia fenyloalaninow o- 
glicynowe (ang. FG repeats), które tw orzą niesfałdow ane
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dom eny biorące udział w  transporcie  w raz  z receptoram i 
transportow ym i [7], Po podziale kom órkow ym  jąd ro ­
we kom pleksy porow e są od tw arzane . Proces składania  
rozpoczyna się od asocjacji n uk leoporyn  stanow iących 
głów ny zrąb całego kom pleksu (N up l0 7 -N u p l6 0 ) z 
chrom atyną, po której następuje rekrutacja pozostałych 
składników , w pierwszej kolejności N u p l5 3  i Nup50. 
W ten sposób powstaje struk tu ra  nazy w an a  pre-porem , 
k tóra stanow i platform ę dla pozostałych nuk leoporyn
[8], Zachow ana w ewolucji g likoproteina gp  210, trans- 
błonow y składnik NPC, w ykryw ana jest na peryferiach 
jądra  w późnej te lo faz ie /G l. Badania z zastosow aniem  
organizm ów  m odelow ych Xenopus laevis i C. elegans oraz 
kom órek HeLa wskazują, że jest ona n iezbędna  do for­
m ow ania kom pleksu porow ego [9], Jednak  ze w zględu  
na zróżnicow aną ekspresję zależną od typu  kom órek, nie 
m usi to być regułą dla w szystkich kręgow ców . Rozpad 
kom pleksów  porow ych przebiega szybciej niż proces 
składania i nie w sposób polegający na prostym  od w ró ­
ceniu kolejności poszczególnych etapów . N ukleoporyny , 
które w iążą się z chrom atyną jako p ierw sze  podczas o d ­
tw arzania  (N upl07-N upl60), są uw aln iane  z kom pleksu 
przed  nukleoporynam i, których w cielanie do pora n astę ­
puje później (N upl53) [10],

CHARAKTERYSTYKA BIAŁEK TWORZĄCYCH 
OTOCZKĘ JĄDROWĄ ORAZ ICH POWIĄZAŃ 

LAMINY

Istotnym składnikiem otoczki jądrowej jest blaszka ją­
drowa, struktura o grubości 20-50 nm  zasocjowana z we­
wnętrzną błoną jądrową i chromatyną, w głównej mierze 
utworzona z lamin typu A i B. Jądro komórkowe, a w szcze­
gólności otoczka i blaszka jądrowa w raz z oddziałującymi z 
nimi białkami, odgrywają rolę w utrzym yw aniu  odporności 
komórki na stres mechaniczny. Przem awia za tym fakt, że 
mutacje w genach kodujących białka szkieletu jądrowego 
takie jak laminy typu A i B, emeryna, LAP2, M ANI, pow o­
dują choroby określane wspólnym m ianem  enwelopatii ob­
jawiające się m.in. obniżeniem sprężystości niezbędnej do 
prawidłowej reakcji komórki na stres mechaniczny, zm ia­
nami na drogach przekazywania sygnału i regulacji ge­
nów [11]. Blaszka jądrowa odgryw a również istotną rolę w 
utrzym yw aniu kształtu oraz rozm iaru jądra.

Laminy to białka zaliczane do V grupy filamentów 
pośrednich. Laminy oddziałują z licznymi białkami w e­
wnętrznej błony jądrowej oraz z chrom atyną [12], Laminy 
zbudow ane są według wspólnego schematu: z usytuow aną 
centralnie dom eną helikalną w yposażoną w segmenty 1A, 
IB, 2A i 2B przedzielone odcinkami łącznikowymi, sąsiadu­
ją dwie dom eny globularne — zlokalizowaną na N-końcu 
białka dom eną głowową oraz znajdującą się w  części C- 
końcowej, zaopatrzoną w tzw. sygnał lokalizacji jądrowej 
(NLS) dom eną ogonową. W odróżnieniu od filamentów po­
średnich innych grup, charakterystycznych dla cytoplazmy, 
laminy posiadają nieco krótszą N-końcową dom enę głowo­
w ą oraz dodatkow e 42 reszty am inokwasowe w segmencie 
IB. W komórkach eukariotycznych w yróżniam y dw a typy 
lamin, laminy typu A /C  oraz laminy typu B. Laminy typu 
A są syntetyzowane w komórkach różnicujących się, po d ­
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czas gdy laminy typu B występują we wszystkich typach 
komórek zarówno u organizm ów dorosłych, jak i w rozwo­
ju zarodkow ym  [4],

Laminy A i B we fragmencie C-końcowym mają motyw 
CaaX, (gdzie C jest resztą cysteiny, a to reszta aminokwa­
su alifatycznego, zaś X to reszta dowolnego aminokwasu 
hydrofobowego) funkcjonujący jako akceptor farnezylo- 
wy. Modyfikacja ta jest przeprowadzana przez transferazę 
farnezylową, zachodzi na reszcie cysteiny i dotyczy nowo 
zsyntetyzowanych lamin. Farnezylacja jest wymagana do 
w budowywania w  interfazową blaszkę jądrową nowo zsyn­
tetyzowanych lamin. U lamin typu B modyfikacja ta jest stała, 
natomiast laminy typu A tracą farnezylowy ogon w  wyniku 
proteolizy przeprowadzanej przez, zintegrowaną z błoną ją­
drową proteinazę ZmpSte24/FACEl, której podlega ich C- 
koniec. Laminy C nie są famezylowane [4],

Laminy tw orzą struktury  wyższego rzędu. Pierwszym 
etapem jest powstanie dim eru złożonego z oplecionych 
wokół siebie podjednostek. Rejon odpowiedzialny za dime- 
ryzację znajduje się w  centralnej, a-helikalnej części białka. 
Dimery łączą się ze sobą za pomocą połączeń typu „głowa- 
do-ogona" tworząc polarny protofilament. Kolejnym kro­
kiem polimeryzacji jest równoległa agregacja podjednostek 
laminowych w grube filamenty, które tworzą sieć parakry- 
staliczną [12].

W komórkach ssaków występują dwa podstawowe typy 
lamin A — lamina A i C kodowane przez jeden gen LMNA. 
Somatyczne komórki ssaków zawierają także dwa typy lamin 
B — laminę BI i laminę B2, kodowane przez geny LMNB1 i 
LMNB2, odpowiednio. U Drosophila melanogaster zidentyfi­
kowano dwa geny kodujące laminy: Dm i C, które mogą być 
uznane za funkcjonalne homologi odpowiednio lamin typu B 
i A u kręgowców. Potranslacyjnie modyfikowane formy lami­
ny Dm są u Drosophila głównym komponentem blaszki jądro­
wej i mają zdolność bezpośredniego wiązania chromatyny in 
vivo. Lamina C nie posiada tej zdolności [13], Ponadto dobrze 
również poznano laminy u żaby szponiastej (Xenopus laevis). 
Lamina B3 jest najpowszechniej występującą laminą w  jądrach 
oocytów Xenopus i ulega stałej syntezie podczas oogenezy. 
Charakterystyczne dla komórek somatycznych laminy BI i B2 
spotykane są w oocytach i na wczesnych etapach embriogene- 
zy jedynie w  ilościach śladowych [14]. Laminy typu B ulegają 
stałej syntezie, co sugeruje konieczność ich występowania w 
komórce. Gen kodujący laminę BI u myszy jest niezbędny do 
rozwoju prawidłowych embrionów [15]. Laminy typu A są 
syntetyzowane w dorosłych, różnicujących się komórkach, nie 
występują na wczesnych etapach embriogenezy.

Laminy typu A wiążą się z wieloma regulatorami trans­
krypcji, pośród których wymienić m ożna białko retinobla- 
stoma (Rb), białko wiążące sterolowy element regulacyjny 
1 (SREBP1), c-Fos, MOK2, BAF. Dzięki tem u laminy A są 
zaangażow ane w wiele procesów wpływających na akty­
wację, ham ow anie i przebieg transkrypcji [16].

Sieć u tw orzona z lamin zapewnia jądru komórkowem u 
sztywność m.in. dzięki oddziaływ aniom  z kilkoma białka­
mi, takimi jak em eryna i aktyna jądrowa. Białka te odgry­
wają rolę stabilizującą laminowe rusztowanie i uczestniczą
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w odpowiedzi na stres mechaniczny wyw ołany kurczeniem 
komórki [17]. Połączenie aktyny i białka 4.1 (którego funkcją 
jest łączenie mikrofilamentów i krótkich filamentów akty­
nowych z błoną) z laminami typu A /C  i B oraz z emeryną 
sugeruje możliwość udziału aktyny jądrowej w  organizacji 
nukleoszkieletu [18].

Laminy występują także w nukleoplazmie, ciałkach ją­
drowych i tubularnych inwaginacjach otoczki jądrowej, 
gdzie mogą odgrywać rolę regulatorową w  replikacji i 
transkrypcji DNA oraz spełniać funkcje strukturalne [16], 
Laminy towarzyszą też strukturom  tubularnych inwagina- 
cji błon otoczki jądrowej do wnętrza jądra komórkowego 
określanych przez niektórych autorów nazw ą NER (ang. 
nuclear envelope/endoplasmic reticulum). N adprodukcja lamin 
typu B oraz ich fragmentów C-końcowych (podlegających 
farnezylacji), jak również niektórych białek integralnych 
INM, prow adzi do formowania się dużej liczby znacznie 
rozbudow anych struktur tego typu [19],

INTEGRALNE BIAŁKA OTOCZKI 
JĄDROWEJ ORAZ ICH PARTNERZY

Liczną grupę białek związanych z otoczką i blaszką ją­
drow ą stanowią białka z dom eną LEM. Pierwszymi ziden­
tyfikowanymi białkami posiadającymi dom enę LEM były 
integralne białka wewnętrznej błony otoczki jądrowej w 
komórkach człowieka: LAP2, Emeryna i M ANI. Stąd też 
nazw a tej domeny. Domena LEM jest odpow iedzialna za 
oddziaływania typu białko -  białko. Oddziałuje z białkiem 
BAF (ang. barier-to-autointegration factor), które wiążąc się z 
nagim DNA formuje struktury wyższego rzędu. Pomimo 
sporych rozbieżności w sekwencjach reszt amino kwaso­
wych dom en LEM różnych białek, ich struktura  trzeciorzę­
dowa jest identyczna [20].

BAF jest ważnym, zachowanym w ewolucji i małym 
białkiem o masie około 10 kDa, występującym u wszyst­
kich tkankowców. Wiąże się bezpośrednio z dwuniciowym  
DNA, jądrowym i białkami posiadającymi dom enę LEM, la­
minami typu A i aktywatorami transkrypcji, takimi jak Crx. 
BAF wzmacnia oddziaływania pom iędzy em eryną i lami­
ną A [21], Przypuszcza się, że BAF odgryw a strukturalną 
rolę w procesie składania jądra komórkowego i organizacji 
chromatyny oraz bierze udział w  ham ow aniu ekspresji ge­
nów [22]. Doświadczenia polegające na wyciszaniu białka 
BAF u Caenorhabditis elegans za pomocą siRNA dowiodły, że 
jest ono zaangażowane w  proces segregacji chromosomów 
i odtwarzania otoczki jądrowej [23]. W telofazie, podczas 
odtwarzania otoczki jądrowej, kiedy błony jądrowe łączą 
się z powierzchnią chromosomów, BAF, emeryna oraz 
LAP2a lokalizują się w  tzw. rejonie rdzeniow ym  (ang. core 
region) telofazowych chromosomów. Rejon ten pełni nie­
znaną funkcję. Przypuszcza się jednak, że jest on miejscem 
oddziaływania pomiędzy telomerami i odtwarzającą się 
otoczką jądrową. Mutacja białka BAF pozbawiająca je zdol­
ności wiązania DNA lub białek z dom eną LEM jest letalna, 
podczas mitozy blokuje rekrutację emeryny, LAP2(3, laminy 
A oraz otoczki jądrowej do rejonu korowego. Nie wpływa 
natomiast na składanie lamin B [24].

LAP (ang. lamina associated polypeptide) to grupa integral­
nych białek błonowych. Białka LAP1 posiadają pojedynczą
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domenę transbłonową usytuow aną w  pobliżu C-końca. 
Trzy izoformy białka LAP1: A, B i C, są produktam i tego 
samego genu. Potwierdzono oddziaływania in vitro pomię­
dzy LAP1A i LAP1B a laminami A, C i BI [25]. Obecność 
białek z rodziny LAP2 odnotowano dotychczas tylko u krę­
gowców. U człowieka opisano trzy izoformy: a  (75 kDa), p 
(51 kDa) i y (39 kDa). U ssaków występuje co najmniej sześć 
izoform:a, p, y, 5, £ i Większość izoform białka LAP2 ma 
podobny schemat budowy, w którym m ożna wyróżnić N- 
końcową dom enę nukleoplazmatyczną (o zmiennej wielko­
ści), sygnał lokalizacji jądrowej, domenę transbłonową (wy­
jątek stanowią izoformy a  i Q i krótki odcinek C-końcowy 
usytuow any w przestrzeni periplazmatycznej. We fragmen­
cie N-końcowym wszystkich białek LAP występuje odpo­
wiedzialna za wiązanie z białkiem BAF domena LEM, którą 
tworzą reszty aminokwasowe od 111 do 152 oraz domena 
LEM podobna (ang. LEM-like), usytuow ana pom iędzy resz­
tami aminokwasowymi 1-85, biorąca udział w  asocjacji z 
DNA i chromosomami w  sposób bezpośredni. Trzy izofor­
my £, ó i y są bardzo podobne, pod względem  strukturalnym  
do największej izoformy p. Pozbawione są jedynie krótkich, 
nukleoplazmatycznych odcinków o długości odpowiednio 
40, 72 i 109 reszt aminokwasowych. Izoforma ^ ma 219 reszt 
aminokwasowych domeny N-końcowej podobnie jak więk­
si członkowie rodziny (p, £, ó i y), a także posiada 5 dodatko­
wych reszt aminokwasowych w części C-końcowej. Analiza 
sekwencji poszczególnych izoform pozwala przypuszczać, 
że LAP2e i LAP2Ó, które mają zachowany w ewolucji rejon 
odpowiedzialny za oddziaływanie z laminami, są w  stanie 
łączyć się stabilnie z blaszką jądrową, podczas gdy LAP2y i 
LAP2ę u których rejon ten jest niekompletny lub nie wystę­
puje wcale, nie mają takiej możliwości [26].

LAP2a różni się pod w zględem  budow y i funkcji od po­
zostałych białek z rodziny LAP. Posiada unikatow y rejon 
C-końcowy złożony z 506 reszt am inokwasowych. Rejon 
ten nie ma dom eny transbłonowej, czego konsekwencją 
jest nukleoplazm atyczna lokalizacja białka LAP2a. Z po ­
zostałymi izoformami dzieli w spólny, zbudow any z 187 
reszt am inokwasowych N-koniec [26]. LAP2a wiąże się z 
chrom osom am i za pośrednictw em  a-specyficznej dom e­
ny ulokowanej w  rejonie C-końcowym białka. Wiązanie 
z chrom osom am i podlega regulacji w sposób zależny od 
fosforylacji [27], LAP2a oddziałuje rejonem C-końcowym 
z C-końcem lamin typu A /C  tworząc stabilne kompleksy. 
Mutacje w genie kodującym laminy A /C  prow adzące do 
tworzenia przez nie agregatów sprawiają, że dystrybucja 
LAP2a ulega zmianie [28]. LAP2a w raz z laminami typu 
A /C  odpow iada za lokalizację i fosforylację białka reti­
noblastom a (Rb) oraz u trzym yw anie kom órek w stanie 
proliferującym. Kompleksy złożone z lamin A /C  i białka 
LAP2a są w ym agane do zatrzym ania Rb w  nukleopla- 
zmie, co z kolei ma prow adzić do prawidłowej regulacji 
jego funkcji przez fosfatazy i kinazy zależne od cyklin [29]. 
We wczesnej fazie cyklu kom órkowego (Ga) ufosforylowa- 
ne białko Rb lokalizuje się w  jądrze komórkowym , gdzie 
w iąże czynnik transkrypcyjny E2F-1, który jest aktyw a­
torem ekspresji genów odpow iedzialnych za przejście do 
fazy S. W późnej fazie G ] ufosforylowana w obszarze tzw. 
kieszeni C forma Rb uw alnia E2F-1, który aktywuje mię­
dzy innymi transkrypcję genów polimeraz replikacyjnych, 
co powoduje przejście komórki do fazy S cyklu.
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W przeciwieństwie do asocjacji LAP2a z laminami A, od­
działywanie z chromatyną jest regulowane przez mitotycz- 
nie specyficzną fosforylację miejsc zgrupow anych w rejonie 
C-końcowym białka. Fosforylacja jest niezbędna do oddyso- 
cjowania białka LAP2a od chromosomów podczas mitozy 
[27], Wcześniejsze badania wykazały, że LAP2a podczas 
metafazy lokalizuje się w  cytoplazmie, podczas gdy jego 
asocjacja z chromosomami następuje tuż przed procesem 
odtwarzania błony jądrowej [30], Przypuszcza się, że wcze­
sne wiązanie LAP2a do chromosomów za pomocą domeny 
występującej w  części C-końcowej białka może mieć znacze­
nie dla przebiegu odtwarzania jądra komórkowego i może 
ułatwić kontakt białka BAF, które wiąże się z N-końcową 
domeną LAP2a, z powierzchnią chromosomów. LAP2a for­
muje in vivo stabilne struktury wyższego rzędu złożone z 
trzech cząsteczek białka. H om otrim ery powstają dzięki od ­
działywaniom pomiędzy rejonami usytuow anym i w  części 
C-końcowej białka.

Doświadczenia polegające na stabilnej syntezy specy­
ficznej dla izoformy a  C-końcowej dom eny obejmującej 
reszty aminokwasowe od 188 do 693 w komórkach HeLa, 
pozwoliły na identyfikację kolejnych partnerów LAP2a, 
którymi okazały się białka należące do rodziny białek szoku 
cieplnego: Hsp70 i Hsc70. LAP2a oddziałuje z tymi partne­
rami w  formie oligomerycznej. Ze względu na aktywność 
Hsp70 jako białka opiekuńczego, sugeruje się jego udział 
w naprzem iennym  formowaniu i rozpadzie kompleksów 
białkowych złożonych z LAP2a, laminy A i Rb. Przypusz­
cza się, że oddziaływania pomiędzy LAP2a i Hsp70 mogą 
być efektem mechanizmu odpowiadającego na stres, pole­
gającego na regulowaniu aktywności enzymatycznej przez 
Hsp70, który zapobiega zm ianom  w oligomerach LAP2a, 
które z kolei mogłyby powodować defekty w strukturze 
chromatyny [31]. Białko LAP2P oddziałuje z laminami typu 
B oraz z chromatyną za pomocą rejonu usytuowanego w 
części C-końcowej. LAP2(3 poza dw om a rejonami wiążący­
mi DNA i chromosomy, wspólnymi dla wszystkich izoform 
LAP2 -  LEM i LEM-like, posiada również dodatkow y odci­
nek oddziałujący z chromatyną, ulokowany w części specy­
ficznej dla tej izoformy [26], Stwierdzono również, że izo­
forma ta oddziałuje z zachowanym w ewolucji represorem 
transkrypcji GCL (ang. Germ-Cell-lesś). GCL występujący w 
komórkach ssaków wiąże z kolei heterodimer utworzony z 
czynnika E2F-DP3, co powoduje zahamowanie jego aktyw ­
ności. LAP2(3 wywiera efekt represorowy na różne czynniki 
transkrypcyjne, m.in. p53, NF-kB i członków rodziny E2F 
-DP. Ponadto oddziałuje i współwystępuje z deacetylazą 
HDAC3 (ang. histone deacetylase 3), enzymem modyfiku­
jącym histony, którego aktywność regulowana jest dzię­
ki oddziaływaniu ze zbudow anym  z wielu podjednostek 
kompleksem represorowym. Nadprodukcja białka LAP2|3 
powoduje deacetylację histonu H4. Przypuszcza się, że za­
leżność pom iędzy HDAC3 a LAP2p może doprowadzić do 
wyjaśnienia zjawiska polegającego na transkrypcyjnej bier­
ności heterochromatyny ulokowanej na peryferiach jądra 
komórkowego, w  pobliżu otoczki jądrowej [32].

Wydaje się, że białko LAP2p jest bezpośrednio zaanga­
żowane w  dynam ikę otoczki jądrowej. Stwierdzono, że od­
działywanie pom iędzy nim a blaszką jądrową są w ym aga­
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ne do wzrostu objętości jądra podczas odtwarzania otoczki 
pod koniec mitozy. Doświadczenia z zastosowaniem tech­
niki odtw arzania jąder komórkowych in vitro wykazały, 
że N-końcowy, zachowany w ewolucji rejon LAP2(3 oraz 
białko BAF są niezbędne do zakotwiczania chromatyny w 
błonie jądrowej i odtwarzania blaszki [33].

U dorosłych osobników Xenopus laevis syntetyzowana 
jest tylko jedna izoforma białka XLAP2 — izoforma (3, któ­
ra wykazuje silne podobieństwo do swojego odpowiednika 
występującego u ssaków. Dotychczas udało się sklonować i 
potwierdzić występowanie trzech wariantów XLAP2. Poza 
wspom nianym  polipeptydem  o masie 66 kDa (XLAP2(3), 
dw a białka o masach 86 kDa (XLAP2co) i 40 kDa (XLAP2y) 
odnaleziono w oocytach i jajach oraz na wczesnych etapach 
embriogenezy [34], XLAP2 oddziałuje również z czynnikiem 
TPX2, który jest zaangażowany w  formowanie wrzeciona 
mitotycznego. TPX2 oddziałuje z mikrotubulami. Podczas 
interfazy zlokalizowany jest w  jądrze komórkowym, a w 
mitozie występuje głównie na biegunach wrzeciona podzia­
łowego. Usunięcie czynnika TPX2 z modelowego ekstraktu 
uzyskanego z jaj Xenopus laevis koniecznego do odtw arza­
nia jądra in vitro powodowało, że nowo formowane jądra, 
w porów naniu z kontrolnymi, miały znacznie mniejsze roz­
miary (osiągały zaledwie jedną piątą normalnej wielkości). 
Usunięcie TPX nie miało w pływ u na transport jądrowy, 
selektywną przepuszczalność jądra i replikację DNA. W 
jądrach pozbawionych TPX2 odnotowano nieprawidłową 
lokalizację białka XLAP2 przejawiającą się obniżeniem jego 
zawartości w  otoczce jądrowej. Wyniki tych badań sugeru­
ją, że oddziaływania XLAP2-TPX2 odgrywają ważną rolę w 
procesie odtw arzania otoczki jądrowej [35],

LAP2^ jest najmniejszą izoformą białek z rodziny LAP2 u 
ssaków i jako jedyna izoforma występuje zarówno na tere­
nie jądra, jak i w cytoplazmie. Po raz pierwszy została sklo­
now ana u myszy. LAP2^ jest skróconą wersją białka LAP2p. 
Mają one wspólny, N-końcowy odcinek zawierający dom e­
nę LEM, jednak w LAP2^ dom ena LEM nie zawiera miejsca 
oddziaływ ania z laminami i sygnału lokalizacji jądrowej. 
Badania przeprow adzone w ostatnich latach dowiodły, że 
białko LAP2ę człowieka oddziałuje z białkiem BAF, wska­
zując tym sam ym  dotychczas jedynego zidentyfikowanego 
cytoplazmatycznego partnera dla tego ostatniego [36]. N ad ­
produkcja LAP2ę prowadzi do zmniejszenia puli jądrowe­
go BAF i niewielkiego w zrostu aktywności transkrypcyjnej 
różnych czynników transkrypcyjnych. Natomiast jedno­
czesna synteza LAP2^ z izoformą LAP2|3 lub jej partnerem  
deacetylazą histonową HDAC3 prow adzi do zaham ow a­
nia hamującej aktywności tych dwóch białek. Wyniki tych 
dośw iadczeń sugerują udział izoformy ^ w  regulacji trans­
krypcji polegający na ham ow aniu represyjnej aktywności 
LAP2p, praw dopodobnie w w yniku manipulacji lokalizacją 
białka BAF [36],

Emeryna jest integralnym białkiem błonowym  o masie 
34 kDa i posiada zdolność wiązania wszystkich lamin typu 
A /C . Podobnie jak każdy przedstawiciel rodziny białek z 
dom eną LEM, emeryna oddziałuje z białkiem BAF. Domena 
LEM wydaje się być jedynym rejonem emeryny, który cha­
rakteryzuje się stabilną, globularną strukturą. W ytłumacze­
niem  tego faktu może być hipoteza, w edług której, emeryna
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jest strukturalnie bardzo elastycznym białkiem i dopiero 
oddziaływanie z konkretnymi partnerami wym usza na niej 
przyjęcie określonej konfiguracji przestrzennej [37], Emery­
na pom aga w utrzym aniu mechanicznej integralności jądra 
komórkowego i oddziałuje z Lmo7 (ang. Lim-domain only 
7), który jest regulatorem transkrypcji wielu genów ulega­
jących specyficznej ekspresji w  tkankach mięśniowych. Za­
równo kontrola syntezy emeryny jak i Lmo7 są ze sobą po­
wiązane na zasadzie ścisłego sprzężenia zwrotnego. Lmo7 
kontroluje ekspresję genu emeryny, która z kolei osłabia 
jego aktywność [38],

Innym partnerem  emeryny jest białko Btf, które funkcjo­
nuje jako represor transkrypcji i może indukować śmierć 
komórki poprzez ham owanie syntezy antyapoptotycznych 
białek z rodziny bcl-2 [39], Najnowsze odkrycia dowodzą, 
że emeryna oddziałuje z w ażnym  białkiem będącym ko- 
aktywatorem  transkrypcji — (3-kateniną. Oddziaływania 
zachodzą dzięki zachowanej w  ewolucji domenie podob­
nej do APC (ang. adenomatous polyposis coli-like domain). 
M utanty emeryny pozbawione tej domeny nie są w  stanie 
powstrzymać napływ u p-kateniny do jądra komórkowego, 
co prow adzi do nadmiernej proliferacji komórek. Zjawisko 
to może pomóc w wyjaśnieniu przyczyny powstawania 
zwłóknień w tkankach mięśni szkieletowych i sercowych 
u pacjentów z dystrofią mięśniową Emery'ego-Dreifussa, u 
których zaobserwowano nadm ierną akumulację p-kateniny 
w jądrach fibroblastów [40], Podobnie emeryna w kom­
pleksie z laminą A wpływ a poprzez szlak sygnalizacyjny 
W nt/p-katenina na różnicowanie mezenchymalnych ko­
mórek macierzystych w kierunku adipocytów [41]. Myszy 
pozbawione emeryny wykazują zaburzenia sygnalizacji 
zachodzącej przy udziale Rbl, E2F oraz Myo-D w czasie 
różnicowania tkanki mięśniowej, a także charakteryzują się 
nadm ierną ekspresją genów zależnych od wcześniej w y­
mienionych czynników [42],

Emeryna oraz laminy oddziałują z LUMA, zachowanym 
w ewolucji białkiem, rozciągającym się w poprzek otoczki 
jądrowej od nukleoplazm y do cytoplazmy. Białko to po­
siada 4 domeny transbłonowe, duży obszar hydrofilowy w 
obszarze perinuklearnym  błony. Może ono pełnić funkcje 
w pozycjonowaniu emeryny względem otoczki jądrowej i 
cytoszkieletu oraz stanowić dodatkow y łącznik pomiędzy 
szkieletem jądrowym  a cytoszkieletem [43]. Emeryna wiąże 
się także z tubuliną. Wiązanie to jest niezbędne w kotwi­
czeniu centrosomu w pobliżu zewnętrznej błony jądrowej. 
Miejsce oddziaływania z tubuliną usytuowane jest w rejo­
nie N-końcowym białka, pom iędzy resztami aminokwa- 
sowymi 1 a 176. Emeryna odpowiedzialna za kotwiczenie 
centrosomu do błony zewnętrznej sama jest w niej zakotwi­
czona [3].

Emeryna wiąże się z innym białkiem integralnym błony 
jądrowej -  nespryną-la, która tworzy homodimery oddzia­
łujące również z laminą A. N espryna-la  asocjuje z emery- 
ną najsilniej spośród jej wszystkich znanych partnerów, co 
może świadczyć o jej udziale w  kotwiczeniu emeryny w 
błonie jądrowej [44], Kolejnym z licznych partnerów eme­
ryny jest aktyna. Badania przeprow adzone na mioblastach 
sugerują, że oddziaływania pomiędzy aktyną i emeryną 
są regulowane poprzez fosforylację, którą kieruje kom ­
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pleks utw orzony z kinazy A, białka kotwiczącego kinazę A 
(AKAP149) i fosfatazy 1 (PP1) [45],

W ostatnich latach potwierdzono również w ystępow a­
nie em eryny u Xenopus laevis. Dotychczas zostały z identy­
fikowane dw a homologii emeryny ssaków: Xemerynal i 
Xemeryna2, które dzielą z nią N-końcową dom enę LEM i 
C-końcową domenę transbłonową. Obydwa homologi mają 
masą około 24 kDa, różnią się natomiast wartościami punk ­
tu izoelektrycznego. Nie odnotowano obecności żadnego 
z now oodkrytych białek w oocytach oraz na wczesnych 
etapach embriogenezy. Synteza Xemeryny rozpoczyna się 
dopiero na etapie stadium  43 i utrzymuje się w  dorosłych 
komórkach somatycznych [46], W oocytach, embrionach 
oraz linii komórkowej wyprowadzonej ze stadium  kijanki 
(XTC) występuje białko integralne INM o masie cząsteczko­
wej 36 kDa rozpoznawane przeciwciałami skierowanem u 
przeciwko domenie LEM i LEM-podobną LAP2 ssaków. W 
wyniku zastosowania metody frakcjonowania białko znaj­
dow ane jest we frakcji zawierającej pęcherzyki mitotyczne 
błony jądrowej NEP-B, a analiza metodą spektroskopii m a­
sowej wskazuje na podobieństwo Xemeryny do em eryny 
człowieka (Rzepecki i Hutchison, dane nieopublikowane) 
[47].

MANI jest białkiem niezbędnym na wczesnych etapach 
rozwoju, oddziałującym z laminami w sposób podobny do 
emeryny. MANI człowieka został zidentyfikowany jako jeden 
z trzech antygenów rozpoznawanych przez przeciwciała uzy­
skane od pacjentów z chorobą naczyń krwionośnych związaną 
z kolagenem. Białko MANI człowieka charakteryzuje się masą 
około 80 kDa, a jego domena nukleoplazmatyczna zbudow a­
na jest z 470 reszt aminikwasowych. MANI poza usytuowa­
ną w części N-końcowej domeną LEM posiada również dwie 
domeny transbłonowe. Badania polegające na wyciszeniu 
genu kodującego białko Ce-MANl (ontologu białka M ANI u
C. elegans) wykazały, że wraz z emeryną jest ono niezbędne w 
segregacji chromosomów i podziale komórki [48]. M ANI od­
grywa istotną rolę w angiogenezie działając jako ulokowany w 
wewnętrznej błonie jądrowej „punkt kontrolny" modulujący 
aktywność ścieżki przekazywania sygnału TGFp poprzez od­
działywanie z czynnikami transkrypcyjnymi z rodziny Smad 
[49]. Białko dM ANl występuje także u Drosophila melanogaster. 
Jego struktura i topologia jest taka sama jak u jego odpowied­
ników pochodzących z kręgowców. dM ANl oddziałuje z od­
powiednikami lamin typu A i B oraz czynnikami z rodziny 
R-Smad. Wyciszenie genu kodującego białko dM ANl powo­
duje efekt letalny na wczesnych etapach embriogenezy. Udo­
wodniono również, że dM ANl nie jest białkiem niezbędnym 
do zachowania kształtu i organizacji jądra oraz prawidłowego 
przebiegu replikacji [50].

Badania prow adzone nad białkiem XMAN1 z Xenopus 
laevis wykazały jego zdolność do oddziaływania z czynni­
kiem transkrypcyjnym Sm adl i zasugerowały możliwość 
udziału w  formowaniu układu nerwowego poprzez anta ­
gonizowanie ścieżki przekazywania sygnału białek BMP 
(ang. bone morphogenetic protein) [51]. Ponieważ białko 
M ANI człowieka wiąże czynniki transkrypcyjne z rodziny 
Smad, (Smadl, Smad2 i Smad3), przypuszcza się, że pełni 
ono podobną funkcję regulatorową na drodze przekazyw a­
nia sygnału BMP [52],
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Innym specyficznym białkiem wewnętrznej błony jądro­
wej jest p58, znane także jako LBR (ang. lamin B receptor). 
Białko LBR zostało po raz pierwszy zidentyfikowane u 
kręgowców, a ostatnio potwierdzono jego występow anie u 
Drosophila melanogaster. W przeciwieństwie do LBR pocho­
dzącego z kręgowców, dLBR w części nukleoplazmatycznej 
nie zawiera dwóch domen globularnych [53]. LBR jest biał­
kiem oddziałującym z laminami typu B i w formie oligo- 
merycznej odpow iada za kotwiczenie heterochrom atyny do 
błony jądrowej. Tworzy także oddzielne m ikrodom eny na 
terenie otoczki jądrowej. Białko to jest niezbędne w rozwoju 
płodowym, posiada osiem dom en transbłonowych oraz peł­
ni funkcję enzymatyczną reduktazy sterolu, która ma zna­
czenie w metabolizmie cholesterolu [54], Wiązanie LBR w 
czasie cyklu komórkowego podlega regulacji poprzez fosfo­
ry lację [55]. Asocjacja z chromatyną następuje za pośrednic­
twem  białka HP1. Ponadto przypuszcza się, że wiązanie do 
HP1 pośredniczy w rekrutacji pęcherzyków mitotycznych, 
w  których znajduje się LBR, do chromosomów [56].

SZKIELET JĄDROWY A CYTOSZKIELET

U zwierząt tkankowych integralne białka zewnętrznej 
błony jądrowej posiadające domenę KASH (np. nespryny) 
łączą otoczkę jądrową z różnymi elementami cytoszkieletu, 
centrami organizacji m ikrotubuli (MTOC, ang. microtubule 
organizing center) i centrosomami. Z kolei w przestrzeni po ­
między błonami jądrowymi białka z domeną KASH oddzia ­
łują z białkami wewnętrznej błony jądrowej zawierającymi 
domenę SUN, które łączą się z elementami tworzącymi 
blaszkę jądrową [58]. Oddziaływania pom iędzy białkami z 
domenami KASH i SUN zapewniające kontakt z cytoszkie- 
letem, są istotne dla utrzym ania struktury jądra kom órko­
wego. Rozbicie tych oddziaływ ań prow adzi do przerostu 
przestrzeni perinuklearnej [57],

Nespryny są białkami o dużej masie cząsteczkowej od ­
działującymi z błoną jądrową. Dotychczas poznano trzy 
typy nespryn: S y n e -l/M y n e-l/N esp ry n a-l/E n ap ty n a ,
Syne-2/M yne-2/N espryna-2/N A N C E i Nespryna-3 [58], 
W oddziaływaniach nespryn z błoną jądrową pośredniczy 
ulokowana w części C-końcowej domena KASH (ang. Klar- 
sicht/ANC-l/Syne-1 homology). Domena KASH zawiera rejon 
transbłonowy niezbędny do zakotwiczenia nespryn w bło­
nie oraz mały, złożony z nie więcej niż 35 reszt aminokwa- 
sowych rejon usytuow any w przestrzeni międzybłonowej 
[59], Niektóre izoformy nespryn mogą się przemieszczać 
pom iędzy w ew nętrzną i zew nętrzną błoną jądrową po ­
przez jądrowe kompleksy porowe. Izoformy nespryny-1 
i nespryny-2 są zbyt duże, co wyklucza ich migrację, w 
związku z tym  występują jedynie na zewnętrznej błonie ją­
drowej [60]. Nespryny ulokowane po zewnętrznej stronie 
jądra komórkowego mają w yeksponow any do cytoplazmy 
rejon N-końcowy za pośrednictwem, którego oddziałują z 
mikrofilamentami i filamentami pośrednimi. O ddziaływ a­
nia te są istotne dla migracji i prawidłowego zakotwiczenia 
jądra w ew nątrz komórki. W oddziaływaniach filamentów 
pośrednich z różnymi elementami cytoszkieletu oraz z bło­
ną jądrową, dzięki pośrednictwu nespryn, udział bierze 
także płektyna [61]. Nespryny usytuow ane po wewnętrznej 
stronie błony jądrowej wiążą się do lamin typu A /C  oraz
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emeryny za pośrednictwem tzw. powtórzeń spektryno- 
wych usytuowanych w rejonie C-końcowym, dzięki czemu 
są ściśle połączone z blaszką jądrową [45].

Poza nesprynami w skład kompleksu wiążącego jądro 
komórkowe z cytoszkieletem wchodzą, wiążące się bezpo­
średnio z laminami typu A /C , białka z grupy SUN. Białka 
z tej grupy są zasocjowane z białkami wewnętrznej błony 
jądrowej za pomocą rejonu C-końcowego od strony prze­
strzeni perinuklearnej i za pomocą rejonu N-końcowego od 
strony jądra. Rejon C-końcowy wyposażony jest w  domenę 
SUN (ang. Sadl/UNC-84 homologue) [61]. W komórkach czło­
wieka domena SUN nie odgryw a istotnej roli w wiązaniu 
domeny KASH występującej w  nesprynach. Oddziaływanie 
pomiędzy tymi białkami jest zapewnione dzięki domenie 
SD2 białek SUN1. Białka SUN odpowiadają za praw idłow ą 
lokalizację nespryn w otoczce jądrowej. Kompleksy formo­
wane przez białka SUN i nespryny są określane mianem 
kompleksów LINC (ang. linker of the nucleoskeleton and the 
cytoskeleton) [58].

REGULACJA SZKIELETU JĄDROWEGO I PROCESÓW 
JĄDROWYCH W CYKLU KOMÓRKOWYM

Cykl komórkowy może być podzielony na dw a zasadni­
cze etapy interfazę oraz mitozę. W interfazie m ożna w yróż­
nić trzy fazy: G1 (ang. gap/growth 1), S (ang. synthesiś) oraz 
G2 (ang. gap/growth 2). Faza G1 trwa od zakończenia mitozy 
do początku fazy S, charakteryzuje się wzrostem wielkości 
jądra oraz wzmożoną syntezą enzym ów potrzebnych do 
przeprowadzenia replikacji DNA. Podczas fazy S następuje 
podwojenie liczby chromosomów. Faza G2 bezpośrednio 
poprzedza mitozę i charakteryzuje się wzm ożoną syntezą 
mikrotubul koniecznych do uformowania wrzeciona po­
działowego.

Mitoza złożona jest z czterech głównych etapów: profa- 
zy, metafazy, anafazy i telofazy (Ryc. 2). Podczas profazy w 
przestrzeni jądra komórkowego rozpoczyna się form owa­
nie wrzeciona mitotycznego. Ponadto następuje wówczas 
kondensacja chromosomów, formowanie w ich części cen-

tromerowej kompleksu białek — kinetochoru, oraz rozpad 
otoczki jądrowej. W metafazie mamy do czynienia z przyłą­
czeniem m ikrotubul do kinetochoru i ustawieniem chrom o­
som ów  w płaszczyźnie równikowej komórki — utworzenie 
tzw. płytki metafazowej. W momencie, w którym następuje 
rozerw anie połączeń pom iędzy chrom atydam i siostrzanymi 
rozpoczyna się kolejna faza mitozy — anafaza. Przypuszcza 
się, że za generowanie sił niezbędnych do przemieszczania 
chrom atyd w  stronę przeciwległych centrosomów odpo­
w iedzialne są zjawiska skracania mikrotubul kinetochoro- 
wych oraz w ydłużania mikrotubul łączących centrosomy. 
O statnim  etapem  mitozy jest telofaza, w  której następuje 
kom pletne odtworzenie otoczek jądrowych wokół chrom o­
som ów  oraz ich dekondensacja. Proces powstawania kom ó­
rek potom nych kończy cytokineza, podczas której następuje 
podział cytoplazmy i jej struktur pomiędzy nowopowstałe 
komórki [62],

Centrosom y w czasie cyklu kom órkowego podlegają 
zm ianom , które są regulow ane przez fosforylację i pro- 
teolizę. Zm iany te m ożna podzielić na cztery zasadnicze 
etapy: duplikacja -  mająca miejsce na przełomie faz G l/S ,  
dojrzew anie, odbywające się w  fazie G2, rozdzielenie, za­
chodzące na przełom ie faz G 2/m itoza  oraz dezorientacja, 
do której dochodzi po skończonym  podziale, przy przej­
ściu do fazy G l. Doświadczenia przeprow adzone w  ostat­
nich latach pozwoliły na identyfikację nowej funkcji jedne­
go z białek otoczki jądrowej — emeryny. Frakcja em eryny 
zlokalizow ana na zew nątrz jądra, dzięki bezpośredniem u 
oddziaływ aniu  z tubuliną, jest zaangażow ana w kotw icze­
nie centrosom ów  do zewnętrznej powierzchni jądra. W y­
ciszenie ekspresji genu em eryny w komórkach człowieka 
pow odow ało  błędną lokalizację centrosomów, których 
położenie ulegało znacznem u przesunięciu w  stosunku do 
pow ierzchni jądra [4],

Oddziaływ ania pomiędzy cytoszkieletem a otoczką ją­
drow ą odgrywają istotną rolę w  przebiegu mitoz. W mito­
zie typu otwartego otoczka jądrow a musi ulec rozpadowi, 
który regulow any jest poprzez fosforylację wielu jej skład­
ników. Rozpad otoczki umożliwia dostęp mikrotubuli

PROFAZA PROMETAFAZA METAFAZA ANAFAZA TELOFAZA

Rycina 2. DNA, pericentryna i m ikrotubule w kolejnych stadiach mitozy. Komórki HeLa barw iono na DNA (DAPI, niebieski) pericentrynę (zielony) oraz p-tubulinę 
(czerwony). Zdjęcia wykonano przy pomocy m ikroskopu konfokalnego (Zeiss LSM 510 Meta). Profaza: rozpoczyna się kondensacja chrom osom ów  (przyłączenie do 
ich części centromerowej kom pleksu białek -  kinetochoru), form ow anie w rzeciona kariokinetycznego i rozpad otoczki jądrowej (NEBD). Wiele białek, w  tym  laminy, 
ulega fosforylacji, która zaburza oddziaływ ania pom iędzy nimi. Prometafaza: chrom osom y łączą się z m ikrotubulam i wrzeciona kariokinetycznego i są przem ieszczane 
do  płaszczyzny równikowej komórki. Metafaza: chrom osom y układają się w płaszczyźnie rów nikow ej i tw orzą tzw. płytkę m etafazową. Po dysocjacji otoczki jądrowej, 
m ikrotubule kinetochorowe oddziałują z centrom eram i chrom osom ów , łącząc je obustronnie  do  wrzeciona podziałowego. Błony otoczki jądrowej ulegają w cieleniu do 
siateczki śróplazmatycznej. Rozpuszczalne białka otoczki i blaszki jądrowej są rozm ieszczone głów nie w  cytoplazmie. Anafaza: następuje rozdzielenie chrom atyd sio­
strzanych, powstają chrom osom y potom ne, które w ędrują do przeciwległych b iegunów  komórki. Ich ruch  jest p ow odow any praw dopodobnie  skracaniem się m ikrotubul 
kinetochorowych, a także oddalaniem  się biegunów  od  siebie. Składniki kom pleksów  porów  jądrow ych  i siateczki śródplazm atycznej są kierowane do rozdzielonych 
chromosomów, p raw dopodobnie  za spraw ą defosforylacji białek zaangażow anych w  ten proces. Telofaza: na przeciwległych biegunach dekondensują chrom osom y 
potom ne, odtw arza się wokół nich otoczka jądrow a, zachodzi cytokineza. Powstają dw ie kom órki potom ne; błony odtw arzają otoczkę wokół chrom osom ów, kończy się 
proces form owania kom pleksów porowych.
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wrzeciona podziałowego do chromosomów. Po zakoń­
czeniu segregacji następuje odtwarzanie otoczki jądrowej 
wokół chromatyd siostrzanych. Rozpad błony jądrowej 
jest jednym  z elementów procesu określanego mianem de­
montażu otoczki jądrowej (NEBD, ang. nuclear envelope bre- 
akdown). Przypuszcza się, że w  komórkach somatycznych 
kręgowców składniki błony jądrowej ulegają mniej lub bar­
dziej specyficznemu rozproszeniu w siateczce śródplazma- 
tycznej (ER) [63], Rozpad błony jądrowej jest wspom agany 
przez m ikrotubułe astralne i związaną z zewnętrzna błoną 
jądrową cytoplazmatyczną dyneinę [64],

Badania przeprow adzone m.in. na embrionach Drosophi­
la melanogaster sugerują, że rozpad jądrowych kompleksów 
porowych jest początkowym etapem NEB. Zdjęcia jąder w 
gwałtownie dzielących się syncytiach Drosophila melano­
gaster uzyskane dzięki technice mikroskopii elektronowej 
pokazują utratę włókien cytoplazmatycznych kompleksów 
porowych już w  profazie, podczas której cała otoczka jądro­
wa jest jeszcze nietknięta [65].

Niektóre badania sugerują, że elementy składowe błony 
jądrowej w  czasie mitozy tworzą odrębne przedziały lub 
domeny w obrębie ER (komórki somatyczne) lub pozosta­
ją oddzielone od błon ER przybierając formę pęcherzyków 
mitotycznych (komórki rozrodcze). Ostatnie doniesienia 
sugerują, że w  rozpad otoczki jądrowej mogą być zaanga­
żowane składniki kompleksu COPI, które biorą udział w 
formowaniu pęcherzyków uczestniczących w  transporcie 
komórkowym [66].

Proces odtw arzania otoczki jądrowej był przedm iotem  
wielu badań przeprow adzonych zarówno na liniach ko­
mórkowych ssaków, jak i na ekstraktach z jaj płazów. Do­
tychczas funkcjonowały dwie hipotezy opisujące odtw arza­
nie otoczki. W edług pierwszej z nich w arunkiem  koniecz­
nym  do wiązania pęcherzyków błonowych lub elementów 
ER biorących udział w  odtwarzaniu błon jądrowych jest 
wcześniejsza asocjacja z chromatyną białek peryferycznych 
takich jak laminy, czy składniki kompleksów porowych 
[67], Drugi model zakłada, że kierowanie pęcherzyków mi­
totycznych lub elementów ER do chromosomów jest nieza­
leżne od lamin, a odtwarzanie porów jądrowych i blaszki 
następuje w  drugiej kolejności [68],

W oparciu o ostatnie dane literaturow e m ożna zap ropo ­
now ać now y m odel od tw arzan ia  s truk tury  jądra  kom ór­
kowego po mitozie. M odel ten może być szerzej zaakcep­
tow any, gdyż zak łada w ielotorow ość i w spółzależność 
elem entów  tego procesu. O dtw arzan ie  otoczki jądrowej 
na dekondensującej się chrom atynie zależy od co naj­
mniej dw óch kom pleksów  białkow ych zw iązanych z b iał­
kam i in tegralnym i INM. Jeden kom pleks jest połączony z 
białkiem LBR, lam inam i typu  B oraz białkam i HP1-HP3. 
Drugi, bardziej he terogenny kom pleks jest oparty  g łów ­
nie o błonow e białka z dom eną LEM: em erynę i izoform y 
białka LAP2, lam iny typu  A oraz białko BAF. Potw ier­
dzeniem  tego m odelu  mogą być w yniki opublikow ane w 
pracy o w pływ ie wyciszania i nadekspresji genów  k o d u ­
jących białka szkieletu jądrow ego na od tw arzanie  otocz­
ki jądrowej [69]. Lam iny typu  B m ogłyby stanowić trzeci 
główny szlak odtw arzan ia  jądra  kom órkow ego asocjując

370

bezpośrednio  z dekondensującą chrom atyną i następnie 
rekrutując białka z nimi oddziałujące. Podczas m itozy za ­
rów no lam iny typu  A jak i typu  B podlegają specyficznej 
fosforylacji, k tóra um ożliw ia depolim eryzację polim erów  
lam inow ych, a cząsteczki lam in zostają rozproszone w 
komórce. Laminy typu  A w ystępują w form ie ro zp u sz ­
czalnej, z kolei lam iny typu  B, ze w zględu  na obecność 
ogona farnezylow ego, pozostają częściowo z in tegrow a­
ne z błonam i ER (pęcherzykam i m itotycznym i). Frakcja 
„błonow a" lam in typu  B m ogłaby rów nież uczestniczyć 
w od tw arzan iu  błony jądrowej na pow ierzchni chrom a­
tyny. Po zm ianie w zoru  fosforylacji i / l u b  uw olnieniu  z 
kom pleksu z im portynam i a  (przez RanGTP) w pobliżu 
centrosom u frakcja rozpuszczalnych lam in m ogłaby aso- 
cjować z chrom atyną, gdzie podlegałaby polimeryzacji. 
Tak uform ow ana sieć lam inow a pow odow ałaby  u n ie ru ­
chom ienie kolejnych białek błonow ych takich jak LBR, 
LAP2, em eryna, M A N I, LEM2, LUMA, nespryny, białka 
z dom eną SUN i KASH. N iezbędnym  elem entem  m ode­
lu jest także zestaw  kom pleksów  białkow ych m odyfiku­
jących stan chrom atyny i białek szkieletu jądrow ego po 
mitozie, w  tym  fosfatazy P P la .

W ażną rolę w  tym m odelu ogrywałaby struktura m a­
cierzy wrzeciona podziałow ego form ow ana przez laminy 
typu B przy udziale niektórych tzw. białek - „pasażerów" 
chrom osom ów  (ang. chromosomal passanger proteins). Lami­
na B będąc strukturalnym  składnikiem  macierzy wrzecio­
na mitotycznego może odpow iadać za jego formowanie 
regulując dostępność różnych czynników mających klu ­
czowe znaczenie dla tego procesu lub w pływ ać na organi­
zację przestrzenną skondensow anych chrom osom ów [1]. 
Także składniki jądrow ych kom pleksów porowych są za ­
angażow ane w  przebieg mitozy. Nup358 jest składnikiem 
krótkich filamentów w chodzących w skład cytoplazma- 
tycznej części kom pleksów porowych, podczas rozpadu 
otoczki jądrowej przemieszcza się do kinetochoru. Jego 
brak pow oduje błędy podczas form ow ania kinetochoru i 
segregacji chrom atyd. O statnie badania wykazały, że nie­
wielkie frakcje nukleoporyny Nup358 w ystępują w cyto- 
plazmie, gdzie oddziałują z interfazowym i m ikrotubulam i 
oraz regulują ich dynam ikę, co wskazuje na ich udział w 
organizacji cytoszkieletu [70].

Badania przeprow adzone ostatnio nad rolą BAF w proce­
sie mitozy pozwoliły stwierdzić, że jego zależna od mikro- 
tubul akumulacja w  rdzeniowych rejonach chromosomów 
telofazowych ułatwia odtwarzanie jądra po podziale mi- 
totycznym. Wyciszenie BAF prowadziło do zablokowania 
akumulacji laminy A i emeryny w  rdzennym  rejonie chro­
mosomów, co powodowało ich nieprawidłową cytoplazma­
tyczną akumulację, a w  konsekwencji znaczne opóźnienie 
procesu odtwarzania otoczki jądrowej [2],

Rosnąca liczba danych na temat udziału różnych skład­
ników otoczki jądrowej i białek oddziałujących z nimi w 
przebiegu mitozy pozwala na formułowanie przypuszczeń 
dotyczących istotnego znaczenia zarówno na poziomie 
strukturalnym  (jako składniki macierzy wrzeciona - lamina 
B lub elementy pozycjonujące centrosomy - emeryna), jak i 
funkcjonalnym (Nup358) w regulacji tego skomplikowane­
go procesu, jakim jest podział jądra komórkowego.
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Karyoskeletal and nuclear envelope proteins in cell cycle 
progression — known proteins in new functions
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ABSTRACT
The cell nucleus is separated from a cytoplasm by a nuclear envelope (NE) composed of nuclear lamina (NL), outer (ONM) and inner nuclear 
membrane (INM), connected in the region of nuclear pore complexes (NPC), which are sites for macromolecular transport between the nucleus 
and the cytoplasm. The nuclear lamina is an essential structure mainly composed of type V intermediate filament proteins, A- and B-type 
lamins, located between the inner nuclear membrane and the peripheral chromatin. Nuclear envelope, which is composed of integral mem­
brane proteins of the INM (LAP1, LAP2, emerin, M ANI, LBR), has many functions including: connection of nucleoskeleton with cytoskeleton, 
nuclear lamina meshwork and chromatin. This structure plays a role in maintenance of nuclear shape, spacing of nuclear pore complexes, or­
ganization of heterochromatin, DNA replication, and regulation of transcription factors. During cell division NE undergoes depolimerization 
and reasociation. Latest data suggests, that proteins creating nuclear envelope take part in mitosis.
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Analiza czynników wpływających na rozwój steroidooporności 
w etiopatogenezie astmy oskrzelowej o ciężkim przebiegu

STRESZCZENIE

A stma oskrzelowa jest chorobą o w ieloczynnikow ej etiologii. W spółczesne badania  
potwierdzają istotną rolę w ie lu  genów  w etiopatogenezie astmy. Glikokortykoste- 

roidy są wysoce skutecznym i lekam i stosow anym i w  kontroli w ie lu  chorób zapalnych, 
m.in. astmy oskrzelowej. W astmie oskrzelowej występują dwa g łów ne typy oporności 
na glikokortykosteroidy stosow ane w z iew n ie  i doustnie: typ-1 indukow any przez cyto- 
kiny lub w rodzony oraz typ-2 obejmujący uogólnioną, pierwotną oporność na kortyzol, 
która dotyczy w szystkich tkanek i jest związana z mutacją genu dla receptora glikokor- 
tykosteroidowego h-G R /N R 3C l lub genów  m odulujących jego funkcję. Istnieją przeko­
nujące dow ody naukowe, że polim orfizm y genu receptora dla glikokortykosteroidów  
h -G R /N R 3C l mogą wpływ ać na działanie, wrażliwość i odpow iedź na GKS. Praca jest 
holistyczną analizą roli czynników  determinujących rozwój steroidooporności w  c ięż ­
kiej astmie oskrzelowej ze szczególnym  uw zględn ien iem  w pływ u polim orfizm ów genu  
receptora dla glikokortykosteroidów h-G C R /N R 3C l na pow stawanie oporności na GKS.

WPROWADZENIE

Astm a oskrzelow a jest pow ażnym  problem em  zdrow otnym , społecznym  
i ekonom icznym . Liczbę chorych w skali św iata szacuje się na ponad  300 m i­
lionów [1,2]. W edług Światowej Organizacji Z drow ia (WHO) do roku 2025 
zachoruje kolejne 100 m in osób [3]. Zapadalność na astm ę w zależności od 
szerokości geograficznej w aha od 1% do 18%. N ajw yższe w skaźniki zapada l­
ności na astm ę i choroby alergiczne s tw ierdza  się w  krajach w ysokorozw inię ­
tych, takich jak Wielka Brytania, Szwecja, Finlandia, Australia, N ow a Zelan­
dia, K anada [4]. Liczba zgonów  w śród  chorych na astm ę na świecie w ynosi 
250 000 rocznie [1,2]. Jeden na 250 w szystkich zgonów  na świecie spow odo ­
w any jest astmą. W arto podkreślić, że zapadalność w ydaje się nie korelować 
ze śmiertelnością [1,2]. W Europie na astm ę choruje około 30 m ilionów  ludzi, 
a w niektórych populacjach naw et do 40% osób [5], W Europie z pow odu  
astm y co godzinę um iera człowiek. W HO szacuje, że co roku 15 m ilionów 
tzw. lat w  zdrow iu  (DALYs, ang. Disability Adjusted Life Years) jest traconych 
z pow odu astmy, co stanow i 1% obciążeń spow odow anych  chorobam i [1],

Silnym czynnikiem  ryzyka rozwoju astm y i innych chorób alergicznych 
jest atopia. Zm iany genetyczne nie m ogą być jednak przyczyną epidem icz­
nego w zrostu  w ystępow ania astm y na świecie. Ilościowe i jakościowe zm ia­
ny genom u, które w pływ ają na fenotyp całych populacji zachodzą powoli, z 
pokolenia na pokolenie, podczas gdy gw ałtow ny w zrost w ystępow ania ast­
m y dotyczy ostatnich 30 lat. Decydującą rolę w  w yjaśnieniu tego fenom enu 
przypisuje się szybko zm ieniającym  się w arunkom  środow iska i stylowi ży ­
cia. W śród czynników  odpow iedzialnych  za w zrost częstości w ystępow ania 
astm y najczęściej w ym ienia się procesy urbanizacji i industrializacji, w zrost 
emisji zanieczyszczeń pow ietrza, zm iany klim atyczne, jak rów nież zm ianę 
w arunków  i stylu życia oraz w zrost higieny [6].

Astm a oskrzelow a rozwija się pod w pływ em  czynników , które zgodnie z 
Raportem  Światowej Strategii R ozpoznaw ania, Leczenia i Prewencji Astm y 
(GINA, ang. The Global Initiative For Asthma), m ożna podzielić na pow odują ­
ce rozwój astm y i w yzwalające jej objawy kliniczne. Do pierwszej kategorii 
należą czynniki osobnicze (głównie genetyczne), a do drugiej czynniki śro ­
dow iskow e, takie jak: alergeny, czynniki narażenia  zaw odow ego o działaniu 
alergizującym , dym  tytoniow y, zanieczyszczenie pow ietrza  i dieta [7].

Składow a dziedziczna astm y oskrzelowej u w arunkow ana  jest poligenow o 
[8,9]. W etiopatogenezę choroby zaangażow ane są geny w arunkujące zw ięk­
szone w ytw arzanie  alergenow o sw oistych przeciwciał klasy IgE (atopia), 
nadreaktyw ność oskrzeli, produkcję m ediatorów  reakcji zapalnej i wielkości
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GRE — elem enty oddziałujące na glikokorty­
kosteroidy; H-GCR/NR3C1 — gen receptora dla 
glikokortykosteroidów ; H sp — białko szoku 
cieplnego; NF-kB — czynnik jądrow y kB; RFLP
— polim orfizm  długości fragm entów  restryk ­
cyjnych; SNP — polim orfizm  pojedynczych 
podstaw ień

Podziękowanie: A utorzy pracy składają po ­
dziękow anie Panu Grzegorzow i U razińskiem u 
za pom oc w przygotow aniu rycin.
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populacji lim focytów T h l i Th2 [10]. Należy podkreślić, 
że dotychczasow e w yniki poszukiw ania  genu lub genów 
predyspozycji w ystąpienia  atopii lub astm y oskrzelowej 
nie są spójne, a badania  naukow e nadal trw ają [7],

O prócz genów  predysponujących do rozw oju astm y 
oskrzelowej istnieją geny w arunkujące odpow iedź  cho­
roby na leczenie. W ystępow anie w arian tów  genów  (po­
limorfizm) kodujących receptor adrenergiczny — (32 [11], 
receptor dla glikokortykosteroidów  (h-GCR/NR3Cl) [12] 
i m odyfikujących odpow iedź  na terapie przeciw leuko- 
trienow e [13] stanow i w ażny czynnik ryzyka w etiopa- 
togenezie astm y oraz odpow iedzi na leczenie [11,13-16]. 
Z decydow anie cięższy przebieg choroby jest w iązany z 
polim orfizm em  genu dla fk-adrenoreceptorów , szcze­
gólnie z obecnością reszty glicyny w pozycji 16 (Gly- 
16). H om ozygoty  dla Gly-16 w ykazują odw rażliw ienie i 
zm niejszenie gęstości P2-receptorów  (ang. downregulation)
[16,17]. W śród czynników  genetycznych mogących mieć 
zw iązek z ciężkim przebiegiem  choroby w ym ieniane są 
także geny dla: TNF-a, TGF-p i białka aktyw ującego 5-li- 
poxygenazę (FLAP). O statnio w ykazano, że obecność al- 
leli C i G w genie kodującym  IL-4R a  w iąże się z ciężkim 
zaostrzeniem  choroby [17].

CIĘŻKA STEROIDOOPORNA ASTMA OSKRZELOWA

A stm a oskrzelow a jest chorobą w spółcześnie definio­
w aną w oparciu o kryteria kliniczne, fizjologiczne i pa ­
tologiczne. Fenotyp tej jednostki nie został dokładnie 
określony. W edług R aportu GINA astm a oskrzelow a to 
choroba zapalna dróg oddechow ych z nagłym  lecz o d ­
w racalnym  zw ężeniem  oskrzeli [7,17]. W spółcześnie nie 
w ypracow ano jednego term inu dla określenia różnorod ­
nych form  klinicznych astmy z uporczyw ym i objawami 
oraz w ysokim  ryzykiem  pow ikłań zdrow otnych  okreso­
wo zagrażających zdrow iu  i życiu pacjentów. Około 5% 
chorych na astm ę stanow ią ci, u których optym alne, na ­
w et w ieloskładnikow e leczenie, nie jest skuteczne. Tych 
chorych kwalifikujemy do g rupy  cierpiących na astm ę 
ciężką i trudną. Często w ym agają oni szczególnej opieki, 
w ielu dodatkow ych badań  diagnostycznych, skom pliko­
w anych p rocedur m edycznych, w yjątkow ego nadzoru  
[17]. A m erican Thoracic Society (ATS) celem u p orządko ­
w ania historycznej term inologii astm y ciężkiej oraz kla­
syfikacji istniejącego nazew nictw a w prow adziła  ogólny 
term in „astm a oporna" (ang. refrnktory asthma) [17,18], 
Obejmuje on następujące określenia: przew lekła ciężka 
astm a (ang. severe persistent asthma), astm a chwiejna (ang. 
brittle asthma), astm a zagrażająca życiu (ang. fatal asthma), 
astm a z zaburzeniam i św iadom ości i zatrzym aniem  od ­
dechu, astm a n ieodw racalna (ang. irreversible asthma) i 
astm a stero idooporna (ang. glucocorticoid -  resistant asth­
ma) [17-19].

Jako pierw si oporność na glikokortykosteroidy opisali 
Schw artz i wsp. w  niewielkiej g rupie  chorych na astm ę 
oskrzelow ą, która była źle kontro low ana [20]. Badacze 
stw ierdzili odw racalność obturacji oskrzeli po podaniu  
P-m im etyków  oraz brak w pływ u dużych  daw ek gliko­
kortykosteroidów  na nasilenie skurczu oskrzeli. Astmę 
oporną na g likokortykosteroidy zaczęto początkow o
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rozpoznaw ać, jeżeli po 14 dniach doustnego  stosow ania 
prednizo lonu  w daw ce 40 m g /2 4  h nie obserw ow ano 
zw iększenia wyjściowej w artości natężonej objętości w y ­
dechowej pierw szo-sekundow ej (FEVI) o więcej niż 15% 
przy założeniu, że w ziew ne podanie  p-m im etyku krót­
ko działającego pow odow ało  w zrost FEV1 o więcej niż 
15% [12]. Jeżeli p rzyrost FEV1 w ynosił co najmniej 30% 
stw ierdzano  astm ę w rażliw ą na glikokortykosteroidy 
[12]. Obecnie, zgodnie ze S tanow iskiem  Komisji Chorób 
U kładu O ddechow ego K om itetu Patofizjologii Klinicznej 
Polskiej A kadem ii N auk z 2009 roku, astm ę oskrzelow ą 
stero idooporną definiujemy jako przew lekłą  ciężką ast­
mę, oporną na leczenie w ysokim i daw kam i w ziew nych
1 system ow ych glikokortykosteroidów . Jest to postać ast­
my, w  której po zastosow aniu  p redn izo lonu  w daw ce 20 
m g przez pierw szy tydzień  oraz 40 m g przez  następny  
nie uzyskuje się w zrostu  FEV1 powyżej 15% w sto sun ­
ku do wartości wyjściowej [21]. Częstość astm y opornej 
na glikokortykosteroidy nie jest dokładn ie  znana [22,23]. 
Całkowita oporność w ystępuje bardzo  rzadko. Szacuje 
się, że dotyczy mniej niż 1:1000 chorych na astm ę oskrze­
lową [22,23]. N ależy jednak podkreślić, że oporność na 
glikokortykosteroidy obserwuje się u około 50% chorych 
na astm ę ciężką i tru d n ą  [21].

Istnieją dw ie postaci oporności na g likokortykostero ­
idy. Typ 1 — oporność indukow ana  przez  cytokiny i typ
2 — oporność zw iązana z mutacją albo polim orfizm em  
genu dla receptora g likokortykosteroidow ego (h-GCR/ 
NR3C1) [24-30]. Typ 1 ma charakter nabyty  i zw iązany 
jest z odw racalnym  zm niejszeniem  zdolności przyłącza­
nia glikokortykosteroidów  przez lim focyty T. T ow arzy­
szy m u w zrost w ytw arzan ia  IL-2, IL-4, IL-5 i IL-13 oraz 
czynników  transkrypcyjnych [12,21,31]. łan  i wsp. w yka­
zali, że nadprodukcja  niektórych in terleukin , szczególnie 
IL-2, IL-4 i IL-13, może odpow iadać za zm niejszenie po ­
w inow actw a receptorów  glikokortykosteroidow ych do 
glikokortykosteroidów  u chorych z s tero idooporną  ast­
mą oskrzelow ą [31]. Typ 2 dotyczy w szystk ich  komórek. 
Zw iązany jest z p ierw otną opornością na kortyzol oraz 
defektem  genetycznym  — mutacją albo polim orfizm em  
genu dla receptora g likokortykosteroidow ego lub genów 
m odulujących funkcję receptora. Typ 2 m a charakter n ie ­
odw racalny. Ito i wsp. zaobserw ow ali, że w przeciw ień­
stw ie do chorych z rodzinną  opornością na glikokorty­
kosteroidy, u których s tw ierdza  się m utacje receptora 
glikokortykosteroidow ego i zm ianę stężenia kortyzolu w 
surowicy, w artość podstaw ow ego stężenia kortyzolu we 
krw i u chorych z opornością na glikokortykosteroidy jest 
p raw id łow a, nie w ykazują oni rów nież typow ych cech 
choroby A ddisona [12,31].

BUDOWA I MECHANIZM DZIAŁANIA RECEPTORA 
DLA GLIKOKORTYKOSTEROIDÓW, A ROZWÓJ 
STEROIDOOPORNOŚCI W ASTMIE OSKRZELOWEJ

Gen dla receptora g likokortykosteroidow ego h-GCR/ 
NR3C1 zlokalizow any jest na chrom osom ie 5q31-q32 
i złożony jest z 9 eksonów  [12,24,32], Kodujące rejony 
DNA, z których transkryp ty  ostatecznie pojawiają się w 
cytoplazm ie jako pojedyncze cząsteczki mRNA, są zw y ­
kle poprzeryw ane dużym i fragm entam i sekwencji nie-
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kodującego DNA [33]. W procesie sk ładania genu (ang. 
splicing) z pierw otnego transkryp tu  DNA — hn  RNA są 
usuw ane in trony (sekwencje niekodujące), a eksony — 
łączone. Transkrypt mRNA białka genu h-GCR/NR3Cl 
ulega procesow i składania, co p row adzi do pow stania 
trzech izoform mRNA: GKRa, GKR(3 i GKRy [32,34-36]. 
Rivers i wsp. stw ierdzili, że w  procesie sk ładnia docho­
dzi do łączenia ze sobą eksonów  9a i 9p z pre-m RN A  na 
różne sposoby, czego w yrazem  jest obecność w komórce 
dw óch izoform mRNA: GKRa i GKRp [36]. W ten sposób 
z genu h-GCR/NR3Cl pow stają dw ie cząsteczki mRNA, 
co jest źródłem  zmienności białka h-G C R /N R 3C l. Po­
niew aż w arian ty  mRNA dotyczą sekwencji kodujących 
(ekson 9a i 9p), pow stałe na m atrycy tych mRNA biał­
ka różnią się m iedzy sobą sekwencją reszt am inokw a- 
sowych, co m oże pow odow ać zróżnicow anie ich funkcji 
lub lokalizacji w  komórce [36], Izoform a GKRy pow sta ­
je z połączenia w ariantów  składania mRNA eksonów  3 
i 4. Powstałe na m atrycy takiego mRNA białko h-G C R / 
NR3C1 ma odm ienną sekwencję reszt am inokw asow ych. 
Może to prow adzić  do upośledzenia  translokacji jądrowej 
receptora i w pływ ać na zm niejszenie pow inow actw a re ­
ceptorów  glikokortykosteroidow ych w  kom órkach stanu 
zapalnego [36],

Receptor dla g likokortykosteroidów  (GKR, ang. GR, 
GCR) jest białkiem, zbudow anym  z jednego łańcucha po- 
lipeptydow ego, składającym się z 777 reszt am inokw aso ­
wych. P ierw szorzędow a struk tu ra  białka receptora zosta ­
ła poznana p rzez  klonow anie w łaściwego kom plem en­
tarnego DNA (cDNA, ang. complementary DNA) [37-40]. 
W obrębie GKR zidentyfikow ano trzy głów ne obszary — 
domeny: A, B i C [37], Pom iędzy resztam i am inokw aso- 
w ym i 1-421, stanow iącym i ponad  połow ę wielkości czą­
steczki receptora zlokalizow ana jest dom ena C, która jest 
nośnikiem  im m unogenności i innych cech biologicznych. 
O bszar centralny GKR (pom iędzy resztam i am inokw a- 
sowym i 421-486) odpow iedzialny  jest za w iązanie DNA 
(dom ena B). W jego skład w chodzą reszty cysteinowe, 
które tw orzą kom pleksy z cynkiem  ułatw iające w iązanie 
z DNA i w arunkujące jego trzeciorzędow ą struk turę . W 
końcow ym  odcinku cząsteczki receptora znajduje się o d ­
cinek (dom ena A) kontrolujący przyłączanie cząsteczki 
horm onu — glikokortykosteroidu (GKS) [37],

Izoformy G K Ra i GKR(3 zbudow ane są z 9 eksonów. 
Różnią się m iędzy  sobą w arian tam i sk ładania  9 eksonu. 
O dpow iednio  ekson 9a w arunkuje  postać GKRa, ekson 
9p — GKRp. Izoform y te tw orzą heterodim ery  [12]. W y­
kazano, że synteza dominującej, nieaktyw nej izoform y 
receptora glikokortykosteroidow ego — GKRp może mieć 
istotny w pływ  na funkcję G Ra w kom órkach oskrzelo­
w o — płucnych [31,41], GKRy jest kolejną, dom inującą, 
n ieaktyw ną izoform ą GKR [12,42], Ray i w sp. w ykazali, 
że GKRy ma dużo  mniejszą aktyw ność transkrypcyjną w 
porów naniu  z izoformą GKRa oraz, tak jak, GKRp może 
w pływ ać tw orzenie kom pleksów  heterodim erów  G K R a/ 
GKRp [12,42].

N ieaktyw ny GKR jest połączony w kom órce z dw om a 
m onom eram i białka szoku cieplnego H sp90 (ang. heat 
shock protein), które pokryw ają miejsce w iążące DNA w
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obszarze dom eny B. Zdolność do w iązania Hsp90 w yka ­
zuje także dom ena A. Białko szoku cieplnego determ inuje 
p raw id łow ą konformacje GKR, w arunkuje  pow inow ac­
tw o receptora do GKS oraz zapobiega jego w iązaniu  z 
DNA [37-39].

M iesfeld i wsp. w ykazali w yraźne  podobieństw o w 
ogólnym  planie budow y  i sekwencji reszt am inokw aso ­
w ych receptorów  dla horm onów  steroidow ych (mineralo- 
kortykosteroidy, androgeny, progesteron, estrogeny), jak 
rów nież m iędzy GKR, a receptoram i dla innych h y d ro ­
fobow ych zw iązków  o budow ie pierścieniowej, jak w ita ­
mina D, kw as retinojow y lub horm ony tarczycy [37,39]. 
Hom ologia budow y pierw szorzędow ej tych zw iązków  
w obrębie dom eny B dotyczy 50-90% reszt am inokw aso ­
wych. Istotne implikacje kliniczne w ynikają także z 57% 
podobieństw a sekwencji reszt am inokw asow ych dom e­
ny A, warunkującej rozpoznaw anie  horm onu zdolnego 
do aktywacji czynnika regulującego transkrypcję genów
[37], Najw iększą zm iennością w śród  grupy  receptorów  
dla steroidów  charakteryzuje się dom ena C GKR, w której 
hom ologia reszt am inokw asow ych nie przekracza 15%. 
G rzanka i w sp. postulują stw ierdzenie  istnienia jednej, 
wielkiej „ rodziny receptorów  dla hydrofobow ych zw iąz ­
ków pierścieniow ych" [37], W edług A utorów  w iąże się to 
z m ożliwością zajm ow ania danego receptora stero idow e­
go przez inny horm on steroidow y i agonistycznego lub 
antagonistycznego działania odpow iednich  horm onów .

G likokokortykosteroidy działają po połączeniu się ze 
sw oistym i cytoplazm atycznym i receptoram i GKR. Z w ią ­
zanie białka receptorow ego ze sw oistym  agonistą p o w o ­
duje zm ianę konformacji przestrzennej GKR w skutek  
odłączenia Hsp90 [31,37]. Kompleks glikokortykostero- 
id y /recep to r  glikokortykosteroidow y (GKS/GKR) ulega 
fosforylacji, p raw dopodobnie  koniecznej do jego pełnej 
aktywacji, i przem ieszcza się do jądra kom órkow ego, 
gdzie reguluje ekspresję genów  [12,31]. A ktyw ow any 
kom pleks G KS/GKR przyłącza się do sekwencji regu la ­
torow ych DNA, nazyw anych  elem entam i oddz ia ły w u ­
jącymi na glikokortykosteroidy (GRE, ang. glucocorticoid 
response elements) [12,37], Sekwencje GRE zaw arte  są w 
prom otorow ych i regulatorow ych częściach genów k o d u ­
jących białka syntetyzow ane w odpow iedzi kom órek na 
działanie GKS. Efektem oddzia ływ ania  GKS/GKR z GRE 
m oże być w ybiórcza represja sw oistych genów zapalenia 
w yw ołana p leo tropow ym  oddziaływ aniem  na prom oto- 
row e fragm enty  sw oiste genów  dla czynnika jądrow ego 
kB (NF-kB) oraz kom pleks aktyw acyjny białka aktyw a- 
torow ego (AP-1, ang. activator protein-1) [12]. Działania 
tego typu  mają p rzede  w szystk im  charakter ham ujący 
[12]. M olekularne oddziaływ anie  GKS/GKR może w p ły ­
wać na aktywację albo represję sw oistych genów, co okre­
ślane jest m ianem  transaktyw acji i transrepresji. Jeżeli 
przyłączenie kom pleksu recep to r/lig an d  p row adzi do 
aktywacji genu, to rejony tego DNA nazyw am y sekw en­
cjami w zm ocnienia transkrypcji p rzez glikokortykostero ­
idy (ang. GRE positive). Ham ujący efekt GKS na syntezę 
białek uw arunkow any  jest obecnością miejsc wyciszenia 
transkrypcji przez g likokortykosteroidy (ang. negative 
GRE) [37], U podstaw y  skuteczności działania GKS leży 
plejotropow e działanie GKR. N iepraw idłow a aktywacja
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innych szlaków  przesyłania informacji w ew n ą trzk o m ó r­
kowej znoszących efekty pobudzenia  GKR m oże istotnie 
w pływ ać na oporność na GKS [31].

ROLA GLIKOKORTYKOSTEROIDÓW 
W LECZENIU ASTMY OSKRZELOWEJ

G likokortykosteroidy (GKS) są wysoce skutecznym i 
lekami stosow anym i w kontroli astm y oskrzelowej, cho­
rób zapalnych  oraz im m unologicznych. Przyłączenie się 
kom pleksu  (swoisty ligand i receptor dla glikokortyko- 
steroidów ) do sekwencji regulatorow ych genów  kodu ją ­
cych syntezę przeciw zapalnych  białek w arunkuje  k linicz­
ne efekty działania GKS. Aktywacja sekwencji positive 
GRE prow adzi do syntezy lipokortyny-1, receptorów  P2- 
adrenergicznych, obojętnych endopeptydaz , inhibitorów  
jądrow ego czynnika kappaB (I-NF-kB), an ty leukopro teaz  
(SLPI), inhibitora elastazy, białka kom órek Clara (CC10), 
antagonisty  receptora IL-1 i IL-IR2 (ang. decoy receptor) 
[22,40,43]. GKS w yw ierają działania supresyjne na se­
kwencje p rom otorow e genu COX-2 (indukow ana postać 
cyklooksygenazy). Nasilają syntezę lipokortyny-1, k tóra  
ham uje aktyw ność fosfolipazy A2 (PLA2). GKS ham ując 
aktyw ność PLA^ zmniejszają produkcję w ielu p o chod ­
nych kw asu  arachidonow ego: trom boksanów  (trom bok- 
san A2, TXA2), p rostag landyn  (PGE, PGF, PGI, prostacy- 
klina) i leukotrienów  (LTA, LTB, LTC, LTD, SRS-A) oraz 
GKS ham ują transkrypcję genów  w ielu białek. Klinicznie 
istotne jest b lokow anie produkcji cytokin (IL-1, IL-2, IL-3, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-13, czynnik m artw icy 
now otw orów  — TN Fa, czynnik stym ulujący granulocy- 
ty i m akrofagi — GM-CSF, RANTES, M lP -la , eotaksyna, 
MCP-I, MCP-3, MCP-4) i ich receptorów  (receptor dla IL- 
2) oraz enzym ów  i białek pośredniczących w reakcji za ­
palnej (indukow ana synteza tlenku azotu — iNOS, COX- 
2, endotelina-1, receptor neurokininow y — NK1 dla su b ­
stancji P) [22,37,40,43,44]. W ażne, bo mające p rak tyczne 
implikacje kliniczne jest działanie w ziew nych GKS, które 
zmniejszają liczbę i aktyw ność kom órek reakcji zapalnej 
w oskrzelach, w szczególności m astocytów, kom órek 
dendrytycznych, eozynofilów i limfocytów T [44],

O porność na działanie GKS na poziom ie m o leku la r­
nym  w ynika z w ielu m echanizm ów  m odyfikujących 
działanie GKR w kom órkach. Zmniejszenie odpow iedz i 
na leki tej g rupy  tłum aczy się zm niejszoną syntezą GKR, 
osłabieniem  ich zdolności do w iązania się z DNA lub n a ­
siloną ekspresją czynników  transkrypcyjnych [12,31].

Błędy w w iązaniu ligandu, translokacja jądrow a i zabu ­
rzenia w  w iązaniu GKR z kofaktorami odpow iadają za po ­
w staw anie oporności na GKS na poziomie kom órkow ym . 
Istotne jest działanie i rola niektórych cytokin, szczególnie 
IL-2, IL-4 i IL-13, które zmniejszają pow inow actw o GKR w 
kom órkach stanu zapalnego, co indukuje miejscową opor­
ność na przeciw zapalne działanie GKS [12,31], Zaburzenia 
tw orzenia kom pleksów GKS/GKR zdolnych do aktywacji 
GRE obserwuje się m. in. u chorych na astmę oskrzelow ą 
uczulonych na alergeny kota w  jednojądrzastych kom ór­
kach krw i obwodowej i analizowanych in vitro [31,41], 
Zmniejszenie pow inow actw a receptora dla glikokortyko- 
steroidów  do GKS odw zorow uje zatem typ zapalenia ob­
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serw ow any w  astmie steroidoopornej [12], U pośledzenie 
translokacji jądrowej i zaburzenie tw orzenia kom pleksów 
GKS/GKR w ykazano rów nież u chorych z nadprodukcją 
dominującej, nieaktywnej izoformy GKR — GKR(3. Ito i 
wsp. u pacjentów z astm ą steroidooporną stwierdzili, że 
GKR(3 m a istotny w pływ  na funkcję GKRa w kom órkach 
pozyskiw anych z popłuczyn oskrzelowo-pęcherzykowych
[12], Doniesienia te potw ierdzili Goleva i wsp. w  bada ­
niach, w  których aktywność GKRp wyłączono za pomocą 
krótkich interferujących sekwencji mRNA [31,41], Funkcje 
receptora dla glikokortykosteroidów m ogą zostać utraco­
ne lub istotnie zmienione pod w pływ em  aktywności enzy­
m ów modyfikujących jego konformację. Fosforylacja GKR 
w yw ołana aktywacją kinazy białkowej przez m itogen p-38 
(ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK) może p ro ­
w adzić do utraty  jego funkcji [45], Również inne kinazy 
typu  MAPK lub szlaki przesyłania sygnałów za pomocą 
kinaz mogą regulować funkcję GKR [12], Do utraty zdol­
ności tw orzenia kom pleksu GKS/GKR z DNA prow adzić 
może zaburzenie translokacji receptora dla glikokortyko­
steroidów  do jądra komórkowego, co obserw ow ano szcze­
gólnie u pacjentów chorujących na steroidooporną astmę 
oskrzelową [12], Silkoff i wsp. zaobserwowali podw yż­
szone stężenie wydychanego tlenku azotu (NO) u stero- 
idoopornych pacjentów z astm ą oskrzelową. Duże stęże­
nie NO, w w yniku reakcji nitrozylacji w miejscu wiązania 
Hsp90 z GKR, w pływ a niekorzystnie na funkcje receptora 
dla glikokortykosteroidów i zmienia stopień jego pow ino­
w actw a do ligandu [46]. Zdaniem  Adcock i Lane istotną 
rolę w ciężkiej astmie opornej na GKS odgrywają cytoki- 
ny w ytw arzane przez limfocyty pomocnicze typu 2 (Th2). 
Interleukiny produkow ane przez Th2 stym ulują syntezę 
AP-1, która sprzyja zwiększeniu liczby cytokin szeregu 
limfocytów Th2. Prow adzi to do pow stania „błędnego 
koła" w mechanizmie nasilenia produkcji prozapalnych 
cytokin [47], Praw idłow e działanie GKR w arunkują także 
cytoszkielet, w itam ina Dy oddziaływ ania regulatorowych 
limfocytów T (ang. T reg), ekspresja onkogenu c-Jun i kofi- 
liny-1 [48-50], W tym kontekście, szczególnego znaczenia 
klinicznego, nabiera fakt skojarzenia w itam iny D3z deksa- 
m etazonem  u chorych na steroidooporną astmę oskrzelo­
wą, u których obserw ow ano przyw rócenie zdolności Treg 
do w ydzielania IL-10. To z kolei pozw ala na zwiększenie 
gęstości GKR pod w pływ em  cytokiny do poziom ów obser­
w ow anych u pacjentów w rażliw ych na steroidy [50].

Na uw agę, ze w zględu  na skutki kliniczne, zasługuje 
fakt palenia tytoniu  i indukow any  stres oksydacyjny u 
pacjentów chorujących na astm ę oskrzelow a, u których 
obserw uje się w zrost oporności na stosow ane GKS. Efekt 
ten obserw ow ano rów nież u byłych palaczy [51], Palenie 
ty toniu  w yw ołuje stres oksydacyjny, k tóry w pływ a na 
translokację jądrow ą GKR [12], s tosunek izoform  G K R a/ 
GKRp [52] i kofaktory jądrow e [12]. R ahm an i Adcock 
stw ierdzili u  chorych na ciężką astm ę oporną na steroidy 
duże  nasilenie stresu oksydacyjnego i zm niejszenie p rze ­
ciw zapalnych właściwości GKS [53].

Predyspozycje genetyczne odpow iadają  za około 50% 
ryzyka rozw oju astmy. Obecnie p row adzone  są badania, 
k tórych celem jest określenie znaczenia tych genów w 
etiopatogenezie astm y oskrzelowej [54].
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POL1MORFIZMY GENU h-GCR/NR3C1

Rycina 1. Pozycje polim orfizm ów w  obrębie genu h-GCR/NR3Cl o udokum ento ­
w anym  w pływ ie na rozwój oporność na  glikokortykosteroidy u chorych na ast­
mę oskrzelową o ciężkim przebiegu. Skróty: h-GCR/NR3Cl — gen receptora dla 
glikokortykosteroidów; GKS — glikokortykosteroidy

IMPLIKACJE KLINICZNE POLIMORFIZMÓW GENU 
RECEPTORA DLA GLIKOKORTYKOSTEROIDÓW 
U CHORYCH NA ASTMĘ OSKRZELOWĄ

O porność na g likokortykosteroidy jest zagadnien iem  
bardzo złożonym . Istnieją pow ażne wątpliw ości, czy ro ­
dzim y się ze stero idooporną astm ą oskrzelow ą, czy na ­
byw am y ją w ciągu życia. Jedną z podstaw ow ych  p rze ­
słanek genetycznych, po tw ierdzonych  obserwacjam i kli­
nicznymi, jest w ystępow anie polim orfizm ów  w obrębie 
genu dla receptora glikokortykosteroidow ego. Na p o d ­
stawie dotychczasow ych b adań  w ydaje się, że zaburzenia 
w zajem nego oddziaływ ania  na poziom ie receptor (GKR) 
— glikokortykosteroid (GKS) z czynnikam i transkrypcyj- 
nym i (m.in. białko aktyw atorow e AP-1, jądrow y czynnik 
kappa B), tzw. oporność p ierw otna, stanow ią jedną z m o­

lekularnych  podstaw  niew rażliw ości na glikokortykoste­
ro idy  stosow ane w astm ie oskrzelowej [12,31,45,47],

Polim orfizm  genu oznacza w ystępow anie  w  p o p u la ­
cji, w  danym  locus, dw óch lub więcej alleli z częstością 
w iększą niż wynikająca z mutacji. Ta zm ienność sekw en ­
cji nuk leo tydow ych  stanow i o zróżnicow aniu  w ew nątrz  
gatunku . Polim orfizm  oznacza, że najczęściej w ystępu ją ­
cy allel genu h-GCR/NR3Cl w ystępuje z częstością m niej­
szą niż 99% [55]. Dotychczas z identyfikow ano k ilkana ­
ście rejonów  polim orficznych w obrębie genu h-GCR/ 
NR3C1 z lokalizow anych w eksonach 2-9  oraz in tronach 
C i D, a także w rejonach bezpośrednio  sąsiadujących z 
prom otorem  genu receptora dla g likokortykosteroidów  
[25]. W siedm iu z 9 eksonów  stw ierdzono w ystępow a­
nie różnych  form allelicznych genu h-GCR/NR3Cl zw ią ­
zanych  z w ystępow aniem  oporności na GKS. Określono 
pozycje, zm iany w sekwencji DNA genu receptora dla 
glikokortykostero idów  oraz zidentyfikow ano różnice w 
składzie  reszt am inokw asow ych białka h -G C R /N R 3C l. 
W kolejnych eksonach zlokalizow ano następujące w a ­
rian ty  polim orficzne genu h-GCR/NR3Cl receptora dla 
g likokortykostero idów  w arunkujące oporność na GKS: 
ekson 2: polim orfizm  E22E (pozycja 198, GAG —► GAA) 
[56], polim orfizm  R23K (pozycja 200, AGG —> AAG) [56], 
polim orfizm  R366X (pozycja 1188, w staw ienie T, p rze su ­
nięcie ram ki odczytu) [57], polim orfizm  N363S (pozycja 
1220, ATT —> AGT, Asp363Ser) [58-60], ekson 4: po lim or­
fizm R477H (pozycja 1562, CGC -* CAC, Arg477His) [61], 
ekson 5: polim orfizm  I559N (pozycja 1808, ATC —► AAC, 
Ile559Asp) [58,62,63], ekson 6: polim orfizm  2024_2027del 
(pozycja 2024, delecja 4 bp) [64,65], ekson 7: polim orfizm

D641V (pozycja 2054, GAC 
GTC, Asp645Val) [66,67], 

ekson 8: polim orfizm  G679S 
(pozycja 2167, GGT —► AGT, 
Gly679Ser) [61] oraz ekson 
9a: polim orfizm  V729I (po­
zycja 2367, GGT —► ATT, 
Ile729Val) [58,68], po lim or­
fizm N766N (pozycja 2430, 
AAT — AAC) [69], Podob ­
ne zm iany polim orficzne w 
genie h-GCR/NR3Cl s tw ier­
dzono w intronach: in tron  C 
(polim orfizm  IVSC-46 G>C, 
pozycja 1484, G —> C) [56] i 
in tron  D (polimorfizm IVSD- 
16 G>T, pozycja 1600, G —> 
T) [56] (Ryc. 1).

Badania populacyjne 
p rzep row adzone  w H o lan ­
dii przez Kopera i w sp. do ­
w iodły istnienia zw iązku 
pom iędzy w ystępow aniem  
polim orficznych w arian ­
tów  eksonu 2 genu h-GCR/ 
NR3C1, a opornością na 
g likokortykosteroidy [56]. 
Zm iany w obrębie kodujące­
go DNA genu receptora dla

GRE

Rycina 2. M odel oddziaływ ania czynników transkrypcyjnych z kom pleksem  GR C/GKS. Skróty: AP-1 — białko aktyw a­
torow e 1; GKS — glikokortykosteroidy; GRC — receptor dla  glikokortykosteroidów; GRE — elem enty oddziaływ ujące na 
glikokortykosteroidy; H sp — białko szoku cieplnego; mRNA - m atrycow y (informacyjny) RNA; NF-kB — czynnik jądrow y 
kB; "+" — aktywacja
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glikokortykosteroidów  determ inow ały  różnice w skła­
dzie resz t am inokw asow ych dom eny C białka h-G C R / 
NR3C1. W obszarze tym  zlokalizow ane jest miejsce w ią­
żące białko aktyw atorow e AP-1, które jest regulatorem  
aktyw ności w ielu genów odpow iedzialnych  za rozwój 
zapalenia. Kolejne badania  wykazały, że w zrost ak tyw ­
ności tego białka tow arzyszył zm ianom  w zdolności 
w iązania  G KS/GKR z GRE, co stanow iło m olekularny 
m echanizm  oporności na glikokortykosteroidy. Adcock i 
wsp. w ykazali, że u chorych z p ierw otną opornością na 
GKS w ystępuje  upośledzone w iązanie kom pleksu GKS/ 
GKR z GRE, które jest spow odow ane w zrostem  aktyw no ­
ści AP-1 lub w zrostem  pow inow actw a AP-1 do GKR i w 
konsekwencji nasilenia ich bezpośredniego oddzia ływ a­
nia [37,70] (Ryc. 2).

Polim orfizm  eksonu 4 genu h-GCR/NR3Cl pow odow ał 
zm ianę reszt Arg477His w obrębie dom eny B GKR odp o ­
wiedzialnej za w iązanie się receptora z DNA [61]. Pozo­
stałe zm iany  polim orficzne zlokalizow ane w eksonie 5, 6, 
7, 8 i 9 w pływ ały  na zdolność w iązania cząsteczki horm o­
nu GKS z dom eną A GKR. Błędy i zm iany w łączeniu się 
ligandu ze w łaściw ym  receptorem  istotnie w pływ ały  na 
funkcję o raz aktyw ność GKR. Z aburzenia w iązania  białka 
h-G CR/N R3C1 z jego agonistą GKS, w pływ ają na zm iany 
jego czynności, p raw dopodobn ie  w skutek zaham ow ania  
jego fosforylacji i b raku zm ian konformacji przestrzennej 
receptora. Brak aktywacji kom pleksu GKS/GKR p row a­
dzi do zaburzeń  w addycji GRE. W istocie dochodzi do 
braku aktywacji regulatorow ych części genów kodują ­
cych białka syntetyzow ane w odpow iedzi na GKS [37],

Niespecyficzny polim orfizm  dotyczy zm ian pojedyn ­
czego nuk leo tydu  w określonym  locus sekwencji DNA i 
określa się m ianem  polim orfizm u pojedynczych p o dsta ­
w ień (SNP, ang. single nucleotide polymorphism). Specy­
ficzność przypisuje się zaś takiej postaci SNP, która jest 
identyfikow ana przez enzym y restrykcyjne. Ten typ poli­
m orfizm u oznacza się jako RFLP, czyli polim orfizm  d łu ­
gości fragm entów  restrykcyjnych (RFLP, ang. restriction 
fragment lenght polymorphism) [71]. Te dziedziczne w a ­
rianty sekwencji DNA m ogą objawiać się u tw orzeniem  
lub zanikiem  miejsca rozpoznaw anego przez endonukle- 
azy restrykcyjne, lub zm ianą liczby nukleo tydów  m iędzy 
takim i miejscami. Polimorfizmy RFLP są p rzekazyw ane 
jako cechy dom inujące [55].

W ażne, bo mające istotne implikacje m olekularne i 
biochemiczne, jest opisanie przez wielu badaczy zm ian 
sekwencji polim orficznych eksonów  2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 genu 
h-GCR/NR3Cl, które są hydrolizow ane przez endonu- 
kleazy restrykcyjne II klasy. Identyfikacja przez enzym y 
restrykcyjne SNPów dow odzi specyficzności zmiennej 
długości fragm entów  polimorficznych eksonów  genu 
receptora dla glikokortykosteroidów . M arker RFLP do ­
w odzi więc pośrednio mutacji w  genie h-GCR/NR3Cl, 
bez określenia podłoża mutacji. Zm iany sekwencji DNA 
dla GKR są m olekularnym  podłożem  zm ienności białka 
h-GCR /  NR3C1.

Istnieją doniesienia w ielu badaczy nad  zw iązkiem  po ­
szczególnych w arian tów  polimorficznych genu h-GCR/

NR3C1 ze zw iększonym  stężeniem  insuliny we krwi, 
nadciśnieniem  tętniczym , otyłością, zaburzeniam i psy ­
chicznym i i chorobam i hem atologicznym i oraz z p o d ­
staw ow ym  poziom em  w ydzielan ia  kortyzolu. W rozw a­
żaniach nad  genetycznym i czynnikam i w arunkującym i 
rozwój steroidoopornej astm y oskrzelowej, gen h-GCR/ 
NR3C1 pojawia się rzadko, co jest niejasne i w ym aga dal­
szych w nikliw ych badań. Karl i wsp. w ykazali zw iązek 
pom iędzy w ystąpieniem  mutacji de novo w 366 kodonie 
(w obrębie eksonu 2 genu h-GCR/NR3Cl, a rozwojem  
nadm iernej pigm entacji skóry i błon śluzow ych oraz ob­
jaw am i neurologicznym i zw iązanym i z obecnością guza 
przysadki, czyli zespołem  Nelsona. O bjaw om  choroby to ­
w arzyszyła  oporność na g likokortykosteroidy [57].

W obrębie eksonu 2 genu dla g likokortykosteroidów  
opisano zm iany sekwencji nuk leo tydów  odpow iedzia l­
nych za rozwój cukrzycy [59], choroby naczyń w ieńco­
w ych [59], zespołu w ielotorbielow atości jajników [72], 
nadw agi m ężczyzn [73], otyłości [74] i zm niejszenie gęsto­
ści m ineralnej kości [60], jak i indukcję zaburzeń  psycho­
tycznych, w  tym  schizofrenii [75], Zam iana pojedynczego 
nukleo tydu  w intronie D genu h-GCR/NR3Cl prow adziła  
z kolei do istotnego w zrostu  ciśnienia tętniczego, co w y ­
kazali Lin i wsp. [76]. Badania nad  eksonem  5 dow iodły  
korelacji pom iędzy zm niejszeniem  ekspresji genu h-GCR/ 
NR3C1, a w ystępow aniem  choroby C ushinga i oporności 
na glikokortykosteroidy. O bserw ow ano brak proliferacji 
limfocytów po podan iu  deksom etazonu oraz inaktywację 
rejonów GRE [58,62,63], N atom iast zm iany w sekwencji 
nukleo tydów  w pozycji 2024 genu receptora dla glikokor­
tykosteroidów  redukują  syntezę GKR oraz zmniejszają 
w rażliw ość proliferacyjną leukocytów  na GKS [64,65].

Jedne z najciekawszych doniesień ostatnich lat do ty ­
czyły w arian tów  polim orficznych eksonu 9 opisyw anego 
genu. Liczni badacze potw ierdzili zw iązek przyczynow o- 
skutkow y pom iędzy zm ianam i sekwencji DNA, a w ystę ­
pow aniem  przewlekłej białaczki limfatycznej, pierwotnej 
oporności na g likokortykosteroidy, przedw czesnego doj­
rzew ania  płciowego, m łodzieńczego h iperandrogenizm u 
i reum ato idalnego  zapalenia staw ów  [58,61,69,75,77,78].

Najwięcej badań  nad ciężką astm ą oskrzelow ą do ty ­
czyło analizy polim orficznych fragm entów  genu h-GCR/ 
NR3C1 człowieka w rejonie p rom otora  rsl0052957 
(T th l l l l )  [79], eksonu 2 rs6190 (R23K) i rs6195 (N363S) 
[80-83] i in tronu 2 rs41423247 (Bc/I) [83-85], Detera-W a- 
dleigh i wsp. w ykazali w pływ  polim orfizm u rsl0052957 
w rejonie prom otora na transkrypcję genu h-GCR/NR3Cl, 
a tym  sam ym  na poziom  jego ekspresji [79], Van Rossum 
i wsp. stw ierdzili zm niejszenie wrażliw ości na glikokor­
tykosteroidy u pacjentów chorujących na ciężką astm ę 
oskrzelow ą z polim orfizm em  rs6190 w teście z deksam e- 
tazonem  [80]. Badania nad  polim orfizm em  rs41423247 
(Bell) w ykazały  jego istotny, ham ujący w pływ  na ak tyw ­
ność w ydzielniczą kory nadnerczy  [83-85] (Tabela 1).

Pojedyncze prace naukow e nad  zw iązkam i poszcze­
gólnych w arian tów  polim orficznych eksonów  2, 4, 5, 6, 
7, 8, 9 genu h-GCR/NR3Cl u pacjentów  chorujących na 
ciężką astm ę oskrzelow ą z opornością na glikokortyko-
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Tabela 1. Charakterystyka klinicznie istotnych polim orfizm ów w  obrębie genu h-G C R/N R3Cl.

Lp. Rejon Pozycja N azw a polim orfizm u
Zmiana
nukleotvdow

Zm iana reszt 
am inokw asow ych

1 Ekson 2 198 E22E G —» A -

2 Ekson 2 200 R23K G —»A Arg23Lys

3 Ekson 2 1188 zm iana fazy odczytu w staw ienie T i  M H H
4 Ekson 2 1220 N363S A —► G Asp363Ser

5 Ekson 4 1562 R477H G —»A Arg477His

6 Ekson 5 1808 I559N T -* A Ile559Asp

7 Ekson 6 2024 zm iana fazy odczytu delecja 4 par zasad -

8 Ekson 7 2054 D641V A —> T Asp645Val

9 Ekson 8 2167 G679S G —> A Gly679Ser

10 Ekson 9a 2367 V729I G —► A Ile729Val

11 Ekson 9a 2430 N766N T —> C -

12 Intron C 1484 IVSC - 46 G —> C -

13 In tron D 1600 IVSD -16 G —>T m
14 Intron 2 Prom otor Bell C —> G

15 -3807C /T Prom otor m m i C —► T -

steroidy w ym agają weryfikacji i kolejnych analiz. Należy 
podkreślić, że istniejące, stosunkow o nieliczne doniesie­
nia, czasami o niejednoznacznych w ynikach, nad  sp rzę ­
żeniami poszczególnych w arian tów  polim orficznych 
genu h-GCR/NR3Cl z opisyw anym i chorobam i, postulują 
dalsze i w nikliw e badania.

PODSUMOWANIE

Na podstaw ie przeglądu publikacji na tem at roli stero- 
idooporności w astm ie oskrzelowej m ożna dokonać p ró ­
by całościowej analizy, czy jest ona zjawiskiem  p ierw ot­
nym  (np.: w arianty  polim orficzne genu h-GCR/NR3Cl), 
czy  też w tórnym  skutkiem , np.: do działania czynników  
środow iskow ych, nasilenia alergicznego procesu zapal­
nego, stosow ania wysokich daw ek P2-agonistów , zakaże­
nia w irusow ego, czy wieloletniej kortykosteroidoterapii. 
O porność na steroidy jest być może także zw iązana z 
m echanizm em  zm niejszenia gęstości receptorów , co ma 
miejsce przy stosow aniu dużych  daw ek GKS [86],

Prace Sher i wsp., jako jednych z pierw szych badaczy 
oporności na GKS, przyczyniły się do w yodrębnien ia  w 
grupie  pacjentów z astm ą stero idooporną dw óch ro d za ­
jów defektów  GKR [86,87]. Typ I, w którym  obserw ow ali 
zm niejszoną zdolność w iązania GKS przez GKR, pom im o 
4-krotnego w zrostu  liczby receptorów  przypadających 
na komórkę. Defekt ten dotyczył w yłącznie limfocytów 
T i nasilał się po inkubacji z IL-2 i IL-4 [86,87]. W typie 
II, GKR posiadał p raw idłow ą zdolność w iązania z GKS, 
natom iast liczba receptorów  przypadających na kom órkę 
była kilkakrotnie mniejsza. Zaburzenie  to stw ierdzono w 
m onocytach i limfocytach. Inkubacja kom órek z interleu- 
kinam i nie zm ieniała liczby GKR [86,87],

Do tej pory pojawiło się niewiele badań, w których 
stw ierdzono zm iany w s truk tu rze  GKR u pacjentów z 
stero idooporną astm ą oskrzelową. H urley  i wsp., jako 
jedni z pierw szych, opisali zm iany właściwości i s tru k ­
tu ry  GKR w skutek mutacji punktow ej w  genie h-GCR/ 
NR3C1 [86,88]. P raw dopodobnie  istnieje pew na analogia 
z rodz inną  opornością na GKS. U chorych tych w ykazano

2-3 krotnie mniejszą zdolność 
w iązania GKS przez GKR [86].

Badania przeprow adzone  
w  ciągu ostatnich lat w ykaza ­
ły w ystępow anie oporności 
na GKS u 5-10% w szystkich 
chorych na astm ę oskrzelo­
wą. Szczególną uw agę zw raca 
istotne nasilenie stero idopoor- 
ności (35-50%) w śród pacjen­
tów  z ciężką astmą. K luczową 
rolę w rozw oju tego zaburzenia  
przypisuje się m utacjom  oraz 
polim orfizm om  genu h-GCR/ 
NR3C1.

Najnow sze doniesienia na ­
ukow e zwracają uw agę na rolę 
pozareceptorow ych czynni­
ków transkrypcyjnych w po ­
w staw aniu  zjawiska steroido- 

oporności. P rzypuszcza się, że zaburzenia na poziom ie 
pow inow actw a AP-1 do GKR są jedną z m olekularnych 
dróg oporności kom órek na działanie GKS. Czynniki 
transkrypcyjne, a w śród  nich zw łaszcza białko aktyw ato- 
row e AP-1 i jądrow y czynnik kappaB (NF-kB) są m o d u ­
latoram i aktyw ności w ielu genów  odpow iedzialnych  za 
rozwój zapalenia oraz łącząc się z GKR blokują w iązanie 
się GKS-GKR z sekwencjami DNA regulacyjnych rejonów 
genów  (GRE).

Na podstaw ie przeglądu  doniesień na tem at zjawiska 
steroidooporności w astm ie oskrzelowej m ożna stw ier­
dzić, że jest ono uw arunkow ane  od wielu czynników . 
Istotny w pływ  mają zarów no zm ienne środow iskow e, 
jak i osobnicze. U w agę zw raca fakt niewielkiej liczby ba ­
dań  nad znaczeniem  i rolą polim orfizm ów  genu h-GCR/ 
NR3C1 w etiopatogenezie ciężkiej steroidoopornej as t­
my oskrzelowej. Ze w zględu  na obserw ow ane nie ty l­
ko w astm ie oskrzelowej, ale także w reum ato idalnym  
zapaleniu  staw ów , białaczkach, reakcjach odrzucania  
przeszczepu i w ielu innych chorobach, zjawisko stero ­
idooporności w ym aga dalszych pogłębionych badań  ze 
szczególnym  uw zględnien iem  roli polim orfizm ów  genu 
h-GCR/NR3Cl, k tóry może stać się punk tem  uchw ytu  dla 
now ych form terapii. Ewaluacja jego przydatności w tym 
zakresie w ym aga dalszych analiz.
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The analysis of the factors influencing the development of glucocorticoid 
resistance in the etiopathogenesis of severe bronchial asthma
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ABSTRACT
Bronchial asthma is a disease of multi - factored etiology. Current data show that multiple genes may be involved in the pathogenesis of 
asthma. Corticosteroids (GCS) are the most effective anti-inflammatory therapy for inflammatory disease such as bronchial asthma. There are 
2 major types of GCS-resistant asthma to treatment of high doses of inhaled and oral glucocorticoids. Type I GCS-resistant asthma is cytokine- 
induced or acquired. Type II GCS resistance involves generalized primary cortisol resistance, which affects all tissues and is likely associated 
with a mutation in the GCR gene or in genes that modulate GCR function. There are clear examples of glucocorticoid gene h-G CR/NR3Cl 
polymorphisms that can influence responses and sensitivity to glucocorticosteroids. This article may lead to holistic the development analysis 
of the factors determining the progress of the glucocorticoid resistance in the severe bronchial asthma with special acknowledgement of the 
influence of polymorphisms of the glucocorticoid receptor gene H-GCR/NR3C1 to formation GCS resistance.
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Przewlekłe zapalenie wątroby i infekcja utajona w przebiegu 
zakażenia wirusem zapalenia wątroby typu C

STRESZCZENIE

Wirus zapa len ia  w ątroby typu  C (HCV) został odkry ty  w  1989 roku. M ateriał genetyczny 
HCV to jednoniciow y, lin iow y RNA o pozytyw nej polarności, (+)RNA w irus. W yda­

w ało się, że HCV w ykazuje  tropizm  jedynie  w  stosunku  do hepatocytów , potem  u dow odn io ­
no, że proces rep likacji m oże zachodzić rów nież poza w ątrobą. U około 48-86% zakażonych 
rozw ija się p rzew lek le  zapalenie w ątroby typu  C (pzw C) z m ożliw ym i konsekw encjam i, 
takim i jak  m arskość, n iew ydolność w ątroby  i rozwój raka w ątrobow o-kom órkow ego. Do 
leczenia pzw  C rekom endow any jest pegylow any IFN a i rybaw iryna. O becnie w iadom o o 
m ożliw ości p rzetrw ania  HCV w ustro ju  gospodarza pod postacią zakażenia  u tajonego. HCV 
RNA m oże zostać w ykryty  u pacjentów  po sam oistnym  w yzdrow ien iu  oraz u skutecznie  
leczonych z pow odu pzw  C. W ydaje się, że u trzym ująca się rep likacja  HCV w hepatocytach 
i kom órkach u k ład u  odpornościow ego pow oduje  stałą stym ulację antygenow ą. Stała rep li­
kacja HCV, m oże pow odow ać tolerancję im m unologiczną i prow adzić do dalszego upośle ­
dzenia odpow iedzi im m unologicznej oraz p rzetrw ania  infekcji. Coraz w iększego znaczenia 
nab iera  p rob lem  u tajonych zakażeń w  transp lan to log ii.

ODKRYCIE HCV

Wirus zapalenia wątroby typu C (HCV) został odkryty w  1989 roku [1-2]. 
Zakażenie HCV jest w świecie dość powszechne, w skali globu dotyka około 170 
milionów ludzi, a w Stanach Zjednoczonych zakażonych jest około 3-4 milio­
nów [3-4], Częstość infekcji jest zróżnicowana w zależności od regionu. Najwyż­
sza jest w Egipcie 17-26%, w Europie Wschodniej kształtuje się w  przedziale od 
0,7 do 4,9%. W Polsce liczba zakażonych osób stanowi około 1,4% populacji [5], 
wg Polskiej G rupy Ekspertów HCV około 730000 osób.

KLASYFIKACJA, BUDOWA I REPLIKACJA HCV

HCV został zaliczony do rodzaju Hepacivirus i sklasyfikowany odrębnie w e­
w nątrz rodziny Flaviviridae. W irusowa cząstka HCV ma średnicę około 50 nm  [6] 
i składa się z otoczki zbudowanej z błony lipidowej pochodzącej od gospodarza 
oraz materiału genetycznego. Materiał genetyczny HCV to jednoniciowy, linio­
wy RNA o długości ok. 9,6 tysięcy zasad i pozytywnej polarności, (+)RNA w irus 
[7], Genom HCV składa się z sekwencji niekodujących zlokalizowanych w rejo­
nach 3' i 5' końowych (tzw. 3'-UTR i 5'-UTR, ang. untranslated regions). Pomiędzy 
3'-UTR i 5'-UTR znajduje się pojedyncza otwarta ramka odczytu (ORF, ang. open 
reading frame) kodująca poliproteinę złożoną z ponad 3000 reszt am inokwaso­
wych. Po translacji poliproteina ta ulega rozszczepieniu na białka strukturalne 
(S) i n iestrukturalne (NS). Do białek strukturalnych zalicza się białko rdzeniowe 
C (ang. core protein) tworzące nukleokapsyd oraz glikoproteiny El i E2 (ang. enve­
lope proteins), które są zakotwiczone w zewnętrznej osłonce wirusa. W obrębie 

E2 znajduje się bardzo zmienny rejon (HVR, a n g . hypervariable region) podda­
wany silnej selekcji. Natomiast do białek niestrukturalnych (ang. non structural 
protein) zalicza się białka NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B. Dodatkowo w 
zakażonych komórkach powstaje białko p7. W obrębie białek niestrukturalnych 
znaleziono helikazę, dwie proteazy oraz polimerazę RNA zależną od RNA [8],

Dotychczas wyodrębniono 6 podstawowych genotypów HCV (oznaczonych 
kolejnymi cyframi arabskimi) i ponad 50 podtypów  (oznaczonych kolejnymi li­
terami alfabetu). Genotyp la  i lb  jest powszechny w Stanach Zjednoczonych, 
Europie Zachodniej, również w Polsce, genotypy 4, 5 i 6 dominują w  Egipcie, 
Republice Południowej Afryki, południowo-wschodniej Azji [9].

W iedza na temat cyklu życiowego HCV jest, jak do tej pory, dość ograniczo­
na. W ciągu doby tworzy się ok. 1012 nowych wirusów  z okresem półtrwania 
wynoszącym  2,7-5 godzin [10-11], Początkowo wydawało się, że HCV w yka­
zuje tropizm  jedynie do hepatocytów, późniejsze badania pokazały, że wirusy
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te m ożna znaleźć w limfocytach, monocytach, komórkach 
nabłonkowych jelita, szpiku kostnym  czy w ośrodkowym  
układzie nerw ow ym  [12-15]. Jednak to hepatocyt pozostaje 
miejscem najbardziej intensywej replikacji w irusa i im m u­
nologicznych oddziaływ ań gospodarza.

Nieprecyzyjna replikacja genom owych cząsteczek RNA 
oraz rekombinacja genetyczna są głów nym  źródłem  zm ien­
ności genetycznej HCV [16]. W pływ na to zjawisko ma m.in. 
brak m echanizm u korygującego błędy polimerazy RNA. W 
związku z tym  krążące we krwi cząstki HCV są mieszaniną 
różnych pseudotypów  HCV, czyli tw orzą tzw. quasi-gatu- 
nek. N ow o powstałe m utanty są z opóźnieniem  rozpozna­
wane przez układ immunologiczny i tym  samym nieustan­
nie wymykają się spod jego kontroli [17].

W diagnostyce zakażeń HCV wykorzystuje się obecnie 
dwie g rupy testów: oznaczenie w surowicy krążących prze­
ciwciał przeciwko HCV oraz w ykryw anie materiału gene­
tycznego wirusa. Druga z m etod — molekularna — pozw a­
la oznaczyć obecność i zawartość HCV RNA w surowicy, 
określić genotyp wirusa, wykryć jego mutanty, również te, 
które mogą powstać w w yniku leczenia przeciwwirusowe-

g°-

PRZEBIEG ZAKAŻENIA HCV

Przebieg kliniczny ostrej infekcji u około 60-70% pacjen­
tów jest bezobjawowy, 20-30% ma żółtaczkę, u 10-20% w y­
stępują niespecyficzne objawy, np. zmęczenie, senność, brak 
apetytu, złe samopoczucie, bóle mięśni, gorączka, mdłości, 
wymioty, bóle brzucha. U około 48-86% zakażonych roz­
wija się pzw  C. W obrębie tej grupy u 20-30% pacjentów, 
po około 10-30 latach trwania pzw  C, dochodzi do rozwoju 
marskości wątroby, w przebiegu której u 6-10% pacjentów 
rozwinie się niewydolność wątroby, a u 10% rak wątrobo- 
wokom órkowy [18]

Zakażenie HCV jest nie tylko przyczyną chorób wątroby. 
Wśród patologii pozawątrobowych wymienić m ożna krio- 
globulinemię typu II, błoniasto-rozplemowe i błoniaste za­
palenie kłębuszków nerkowych, zapalenie naczyń krw iono­
śnych, limfocytarne zapalenie ślinianek, zapalenie tarczycy, 
praw dopodobnie chłoniaki nieziarnicze, cukrzycę, porfirię, 
niedokrwistość hemolityczną, nadciśnienie tętnicze i wiele 
innych [19-21],

PATOGENEZA HCV

W iedza dotycząca patogenezy zakażenia HCV jest nadał 
poznawana. Wirus ten rozwinął liczne mechanizmy pozw a­
lające unikać odpowiedzi immunologicznej gospodarza. 
Uważa się, że krótko po wniknięciu w irusa do organizm u 
dochodzi do osłabienia zdolności dojrzewania komórek 
dendrytycznych w momencie, kiedy epitopy antygenów 
wirusa zostają rozpoznane przez zlokalizowane na ich po ­
wierzchni kompleksy MHC klasy II. W efekcie ham ow ana 
jest synteza interleukiny-2 (IL-2) i interferonu (IFN)y oraz 
upośledzona jest aktywność CD4+ T limfocytów. Natomiast 
CD8+ T limfocyty odgrywają rolę w  eliminacji zakażonych 
komórek, również nie bez znaczenia jest zjawisko apopto- 
zy [22]. Powstające w trakcie zakażenia HCV przeciwciała

przeciwko HVR1 białka E2 są nieskuteczne w neutralizacji 
w irusa z pow odu nieustannie zmieniającej się sekwencji nu- 
kleotydowej tego rejonu. Dlatego uw aża się, że podstaw o­
w ym  czynnikiem odpowiedzialnym  za rozwój przewlekłe­
go zakażenia jest polimorfizm genetyczny HCV wynikający 
z niezwykle wysokiej wydajności, jak i małej dokładności 
procesu replikacji. Równie ważnym  czynnikiem utrudniają­
cym eliminację HCV jest możliwość przetrwania w irusa w 
rezerwuarach pozawątrobowych. Okazuje się, że HCV ma 
znaczny w pływ  na odporność w rodzoną i na odpowiedzi 
cytokin — niektóre białka HCV bezpośrednio reagują ze 
składnikami komórkowych szlaków przekazywania sygna­
łów i modulują odpowiedzi wrodzone. Istnieje m nóstwo 
doniesień dotyczących tego zagadnienia, ale wciąż pozosta­
je to głównie w  sferze hipotez, jako że nikt nie badał tego 
zjawiska w hepatocytach.

LEKI STOSOWANE W PZW C

IFN stanowią grupę cytokin wytw arzanych i uw alnia­
nych przez komórki w  odpowiedzi na zakażenie wirusami, 
pod w pływ em  antygenów czy polinukleotydów, odgryw a­
ją wiodącą rolę w odporności przeciwwirusowej. Zostały 
odkryte przez Isaacsa i Lindemanna w 1957 roku. W ykazują 
działanie przeciwwirusowe, antyproliferacyjne i immuno- 
modulujące.

Początkowo w leczeniu pzw C stosowano rekombinowa- 
ny IFNa, tzw. monoterapię interferonową, w prow adzano 
liczne modyfikacje, przede wszystkim w zakresie dawki 
oraz czasu trwania terapii nie uzyskując zadowalających 
efektów, w badaniach polskich 9,4%-20% [23-25]. N astęp­
nie zaczęto stosować terapię skojarzoną, dołączono do IFNa 
rybawirynę. Pozwoliło to uzyskać zdecydowanie większą 
liczbę trwałych odpowiedzi na leczenie, u dorosłych od 
43%-45%, u dzieci od 46%-59% przy zastosowaniu 48 tygo­
dniowego schematu leczenia [26-29].

Celem ujednolicenia kryteriów dotyczących skuteczności 
terapii przeciwwirusowej w prow adzono kilka definicji bio­
rących pod uwagę:

— odpow iedź biochemiczną (BR, ang. biochemical respon- 
se), kiedy uzyskuje się normalizację aktywności aminotrans- 
feraz w surowicy (w trakcie leczenia, w  momencie jego za­
kończenia lub 24 tygodnie po zakończeniu terapii);

— odpowiedzi wirusologiczne: tzw. szybką odpow iedź 
wirusologiczna (RVR, ang. rapid viral response) zdefiniowa­
ną jako brak HCV RNA w surowicy po 4 tygodniach lecze­
nia przy użyciu standardow ych testów laboratoryjnych, 
tzw. wczesną odpow iedź wirusologiczna (EVR, ang. early 
virological response), ocenianą po upływie 12 tygodni od w łą­
czenia leczenia i określająca niewykrywalność lub spadek 
HCV RNA >2 log10 w surowicy w stosunku do wartości 
wyjściowych, tzw. odpow iedź wirusologiczną w momencie 
zakończenia leczenia (ETR, ang. end of treatment response), 
charakteryzującą się niewykrywalnością HCV RNA w su­
rowicy badanego dostępnym i testami bezpośrednio po za­
kończeniu leczenia i tzw. trwałą odpow iedź wirusologiczną 
(SVR, ang. sustained virological response), charakteryzującą 
się niewykrywalnością HCV RNA w surowicy po upływie
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24 tygodni od zakończenia leczenia (również przy użyciu 
obecnie dostępnych testów). Ponadto wyróżnia się definicje 
określające nawroty wirusologiczne.

W prowadzenie do leczenia pzw  C pegylowanego IFN 
a  podawanego raz w tygodniu w skojarzeniu z rybawiry- 
ną stosowaną codziennie pozwala uzyskać ujemny wynik 
HCV RNA w surowicy u 50-59% chorych dorosłych (przy 
zastosowaniu testów o czułości do 50 IU /m l) [26,30-31], 
Nieliczne dotąd publikacje pokazują, iż zastosowanie pe­
gylowanego IFN a  i rybawiryny u dzieci przyczynia się do 
dalszego, istotnego podniesienia skuteczności terapii skoja­
rzonej — SVR u 48% do 60% chorych zakażonych genoty­
pem 1 oraz 100% u dzieci zakażonych genotypem 3 [32-35], 
Zalecany obecnie czas terapii, to w  zależności od genotypu, 
24 lub 48 tygodni.

UTAJONE ZAKAŻENIE HCV

Około pięć lat temu pojawiły się pierwsze informacje na 
temat możliwości przetrwania HCV w ustroju gospodarza 
pod postacią zakażenia utajonego. Badania nad tym zjawi­
skiem stały się możliwe dzięki zastosowaniu bardzo czu­
łych testów wykrywających HCV RNA w ilości <2 IU lub 
<10 kopii wirusowego genomu na ml. Testy o takiej czuło­
ści nie są stosowane w badaniach klinicznych. Obecnie, do 
tego rodzaju badań, jest stosowany test, który w pierwszym 
etapie przetw arza RNA wyizolowany z surowicy krwi ob­
wodowej, m ononuklearów krwi obwodowej (PBMCs, ang. 
peripheral blond mononuclear cells) lub tkanki wątrobowej do 
cDNA przy użyciu odwrotnej transkryptazy (RT, ang. rever­
se transcription). W następnym  etapie przeprow adza się am- 
plifikację cDNA metodą polimerazowej reakcji łańcuchowej 
(PCR) przy zastosowaniu odpowiednich starterów specy­
ficznych dla sekwencji nukleotydowej HCV. Dla podw yż­
szenia czułości, druga reakcja amplifikacji (ang. nested PCR) 
jest przeprow adzana z użyciem produktów  pochodzących 
z pierwszej PCR i starterów, których sekwencje są zlokali­
zowane wewnętrznie w  stosunku to starterów użytych w 
bezpośredniej reakcji amplifikacji. Ostatecznie czułość jest

dalej wzmocniona, a swoistość otrzymanych produktów  
potw ierdzona przez hybrydyzację kwasu nukleinowego do 
znakow anych sond specyficznie rozpoznających sekwencje 
nukleotydow a HCV (tzw. Southern blot hybridization) [36], 
Okazało się, że bardzo niskie poziomy HCV RNA są w y­
kryw alne u większości pacjentów zarówno po samoistnym 
w yzdrow ieniu, jak i w  wyniku leczenia pzw C przy zasto­
sow aniu IFNa i rybawiryny [37-38] (Rye. 1).

W pracach Pham  i wsp., u niektórych pacjentów siedem 
lat po uzyskaniu SVR poziom HCV RNA wynosił poniżej 
lub około 100 kopii na 1 ml surowicy oraz w większości 
p rzypadków  pom iędzy 100-1000 kopii wirusowego geno­
m u na 107 krążących komórek limfatycznych (tzn. PBMCs) 
[15,37,39]. Badając próbki pobrane w  odstępach 6-12 mie­
sięcy od tych samych pacjentów, zauważono, że poziom 
w irusa w  surowicy zmienia się, ale zazwyczaj nie więcej 
niż dziesięciokrotnie [39], Również oceniono, że testowa­
nie seryjnych próbek surowicy i PBMCs pobranych od pa ­
cjentów z SVR, zwiększa wykrywalność utajonej infekcji o 
15%. Ogólnie, pozytyw ny wynik na obecność HCV RNA w 
surowicy lub osoczu przy zastosowaniu testów o wysokiej 
czułości (o czym wspom niano powyżej), jest uzyskiwany u 
powyżej 80% osób z SVR [37, 39-40]. Te wyniki sugerują, że 
przewlekłe nosicielstwo niskich poziomów HCV jest na tu ­
ralną konsekwencją zakażenia. Nie można też wykluczyć, 
że ten stan może być wynikiem bezobjawowej infekcji.

Należy też wspomnieć, że u około 30% osób z SVR w y­
kryw a się HCV RNA w niestymulowanych PBMCs [40], 
jakkolwiek stymulacja tych komórek ex vivo podczas 72 go­
dzinnej inkubacji z „koktajlem" zawierającym mitogeny po­
budzające limfocyty T i B oraz monocyty pozwala, wg. nie­
których autorów, na wykazanie dodatniej nici HCV RNA 
u ponad 70% pacjentów bez zakażenia HCV. Wykryciu 
dodatniej nici HCV towarzyszy, w około 75% testowanych 
próbek PBMCs, nić ujemna będąca dow odem  na rzeczywi­
stą replikację HCV [37,39,41]. Obecność aktywnej replikacji 
HCV w krążących komórkach limfoidalnych została po­
tw ierdzona przez wykrycie niestrukturalnego białka w iru ­

sa NS5A w cytoplazmie tych komórek 
[15]. Udokum entowano, że limfocyty T 
od osób z utajonym zakażeniem HCV 
mogą produkow ać pełne cząsteczki w i­
rusa in vitro. Cząsteczki te wykryto z za­
stosowaniem ultrawirowania i immu- 
nomikroskopii elektronowej [42], Także 
koniecznym wydaje się objęcie badania­
mi nie tylko PBMCs jako zbioru całko­
witego, ale różnych, wyizolowanych, 
indyw idualnych podtypów  komórek 
limfatycznych. Stwierdzono bowiem, 
że obecność HCV i jego replikacja może 
być ograniczona tylko do konkretnego 
podtypu komórek. Uzyskanie w yni­
ku ujemnego, po zastosowaniu wyżej 
w spom nianych technik w badaniach 
nad utajonym zakażeniem HCV, daje 
w iarygodną diagnozę braku infekcji 
[40], Inne doniesienia z ostatnich lat 
pokazały, że badając niestymulowane 
PBMCs przy zastosowaniu testów Ro-

Rycina 1. W ykrywalność HCV RNA w próbach surowicy krw i i PBMCs pochodzących od trzech osób, które 
uzyskały SVR w  w yniku leczenia przeciw w irusow ego IFNa i rybaw iryną (K-kobieta, M -mężczyzna). Przy 
zastosow aniu ru tynow ych testów używ anych w  badaniach klinicznych, pacjenci mieli pow tarzaln ie  niewy- 
kryw alne poziom y HCV RNA oraz p raw id łow ą aktyw ność am inotransferazy alaninowej (ALT) w surowicy 
w okresie od 1,5 roku do 4 lat po stw ierdzeniu  SVR. RNA był w yizolow any z 250 gl surow icy (Sur) lub 
około 2 x 106 krążących PBMCs. O trzym ane cDNA powielono używając podwójnej (gniazdowej) PCR i synte­
tycznych starterów , których sekwencje były hom ologiczne z sekwencją HCV 5'-UTR. Produkty  PCR zostały 
w ykryte  przez hybrydyzację ze znakow anym  fragm entem  rekom binowanej sekwencji HCV przy  zastosow a­
n iu hybrydyzacji typu  Southern (ang. Southern biot hybńdizatioń). RNA w yizolow ane z surow icy i PBMCs od 
pacjenta z k lasycznym  pzw  C było kontrolą pozytyw ną. N atom iast w oda destylow ana dodana  zam iast cDNA 
do pierwszej reakcji amplifikacyjnej (W -l) i drugiej (gniazdowej) reakcji amplifikacyjnej (W-2) oraz p rodukt 
ślepej ekstrakcji p rzeprow adzonej przy braku RNA (KO), zostały zastosow ane jako kontrole ujemne. Pozytyw ­
ne sygnały hybrydyzacyjne uzyskane po pierwszej reakcji amplifikacji ujawniły się jako p rążk i odpow iadające 
w adze molekularnej 346-bp (base pair), a te uzyskane po drugiej (gniazdowej) reakcji amplifikacji jako 244-bp. 
Czułość w ykryw ania  HCV RNA była poniżej 10 kopii w irusow ego g en o m u /m l [37].
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che Cobas — Amplicor z czułością 50 kopii genomu w iru ­
sa na ml, m ożna wykazać obecność HCV RNA u ll% -20%  
pacjentów z SVR kilka lat po zakończeniu leczenia [43-44],

POZA WĄTROBOWA REPLIKACJA HCV

Jak wspom niano wyżej, jednym  z w ykładników replika­
cji HCV jest wykrycie negatywnej nici wirusowego RNA, 
tzw. „minus RNA strand" lub „replicative RNA strand”. Nić 
negatywna występuje w liczbie 10-100 razy mniejszej niż 
nić pozytywna HCV RNA, która z kolei jest wykładnikiem 
ogólnego poziom genomu w irusa w  komórce. Uważa się, 
że zastosowanie RT-PCR z wykorzystaniem enzym u Tth, 
czyli rekombinowanej polimerazy DNA z bakterii Thermus 
thermophilus, potw ierdza istnienie replikacji wirusa. Liczne 
prace Laskusa i wsp., Radkowskiego i wsp. czy Goutagny i 
wsp. udow odniły replikację w  obrębie ośrodkowego ukła­
du nerwowego, szpiku, komórkach dendrytycznych, ko­
mórkach układu immunologicznego [14,45-47], Szczególnie 
CD4+ i CD8+ T limfocyty, limfocyty B, monocyty i komórki 
dendrytyczne są zaangażowane w replikację HCV. Pokaza­
no jednak, że występują różnice w intensywności replika­
cji w  tych komórkach w zależności od typu zakażenia, tzn. 
pzw C lub utajona infekcja HCV [15]. Ponadto wydaje się, 
że występuje różnica w w ykryw aniu HCV w komórkach 
limfatycznych w zależności od genotypu wirusa w sytuacji 
zakażenia utajonego lub pzw C [48]. Uzyskane wyniki suge­
rują, że genotyp 1 HCV jest częściej wykrywany w PBMCs 
w  utajonym zakażeniu, a genotypy 2 i 3 w  PBMCs u osób 
z pzw C. Różnice te dotyczą też rodzaju cytokin, które są 
stwierdzane w komórkach limfatycznych w pzw  C i u ta ­
jonej infekcji [48], Tak więc, PBMCs wyizolowane od osób 
z utajoną infekcją charakteryzują się znacznie wyższymi 
poziomami IFNa, IFNy i TNFa mRNA, ale niższym pozio­
mem IL-10 mRNA, inaczej jest u pacjentów z pzw  C. Należy 
też podkreślić, że poziomy powyższych cytokin w PBMCs, 
w sytuacji utajonej infekcji, są znacznie wyższe niż u zdro ­
wych osób. To potwierdza, że występująca na niskim pozio­
mie replikacja HCV w komórkach limfocytarnych nie jest 
immunologicznie obojętna. Ogólnie biorąc, wyższy poziom 
HCV w komórkach limfocytarnych jest związany z niższy­
mi poziomami transkrypcji cytokin (tych, które znane są z 
właściwości antywirusowych) i wyższym poziomem trans­
krypcji IL-10, która ma zdolność do upośledzenia odpow ie­
dzi immunologicznej zależnej od limfocytów Th typu 1.

Bardzo interesujące jest spostrzeżenie dotyczące w arian­
tów HCV u osób z utajonym zakażeniem HCV różniących 
się poszczególnymi nukleotydam i np. w  obrębie 5'-UTR. 
Różnice te występują między populacją w irusową pocho­
dzącą z PBMCs i z surowicy. Wydaje się, że jest to dowód na 
limfotropizm określonych wariantów  HCV, albo na możli­
wość powstawania swoistych wariantów podczas replikacji 
w irusa w komórkach układu immunologicznego [42,49]. 
Na obecnym etapie wiedzy skutki utajonego zakażenia 
HCV z klinicznego punktu  widzenia są trudne do przewi­
dzenia. Utrzymująca się replikacja HCV w hepatocytach 
lub komórkach układu odpornościowego powoduje stałą 
stymulację antygenową. Jeśli proces ten dotyczy pacjentów 
immunologicznie kompetentnych, to przez wiele lat udaje 
się gospodarzowi utrzym ywać infekcję pod w zględną kon­
trolą. Jednak z drugiej strony stała replikacja HCV, z u trzy­

mującą się prezentacją antygenową przez limfocyty B lub 
monocyty, może powodować tolerancję immunologiczną i 
prowadzić do dalszego braku odpowiedzi immunologicz­
nej na zakażenie, czego efektem będzie przetrwanie infekcji.

Obecnie coraz większego znaczenia nabiera problem uta ­
jonych zakażeń w transplantologii. Znane są opisy biorców, 
będących w okresie głębokiej immunosupresji, u których po 
kilkudziesięciu dniach od transplantacji wątroby stwierdza 
się HCV RNA w surowicy, również jest to obserwowane u 
pacjentów po przeszczepieniu nerek czy szpiku. Zjawisko to 
dotyczy oczywiście sytuacji, kiedy u dawcy nie stwierdzono 
wiremii w surowicy lub tkance wątrobowej przy zastoso­
waniu obecnie używanych testów, takich jak Cobas Ampli­
cor z czułością 50 kopii/ ml [50-51], U niektórych dzieci pzw 
C leczonych pegylowanym IFN-a i rybawiryną wykryto 
HCV RNA nie tylko w surowicy, ale też zaobserwowano 
u tych pacjentów, w wyniku leczenia przeciwwirusowego, 
niejednoznaczne zachowanie się HCV RNA w PBMCs. N a­
leży w przyszłości przyjrzeć się pacjentom, którzy odpow ie­
dzieli na leczenie i uzyskali SVR, ale nadal w PBMCs mają 
obecny materiał genetyczny HCV w ilości wystarczającej do 
wykrycia nawet standardow ym i testami dostępnym i w ba­
daniach klinicznych. Czy jest to sukces terapeutyczny? [52], 
Potwierdzeniem tych dylematów jest analiza genetyczna 
populacji HCV u dzieci z pzw  C w oparciu o rejon NS5A 
oraz HVR1. Oryginalnym spostrzeżeniem, po porównaniu 
wyników u pacjentów z różną odpowiedzią na leczenie, był 
fakt że dzieci z SVR, ale obecnością HCV RNA w PBMCs, 
powinny być zaliczane do grupy pacjentów odpowiadają­
cych przejściowo (obecnie wykładnikiem skutecznej terapii 
jest brak RNA HCV w surowicy) [53],

W podsum ow aniu należy zwrócić uwagę na problem 
czułości testów stosowanych w badaniach klinicznych. Po­
nadto ważna jest opieka nad pacjentami z uzyskaną SVR, 
lecz wiremią kontrolowaną tylko w surowicy. Być może pa­
cjenci po samoistnym wyzdrowieniu powinni być objęci (z 
tych samych powodów) opieką lekarską. Te spostrzeżenia 
są w ażne zarówno z punktu  widzenia zdrowia pacjenta, jak 
i z pow odów  epidemiologicznych. Szczególną uwagę nale­
ży zwrócić na ten problem w transplantologii.
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ABSTRACT
Hepatitis C virus (HCV) was discovered in 1989. HCV is a positive single-strand RNA. We all have thought, that HCV can replicate only  
in liver tissue, but now w e know, that HCV can replicate in extrahepatic tissue as well. In about 48-86% of HCV infected patients, chronic 
hepatitis C (CHC) has been noticed and eventually, after tens of years, liver insufficiency, cirrhosis or hepatocellular carcinoma. The current 
recommended treatment for CHC is a combination of pegylated-interferon alpha and Ribavirin. Presently it is known, that HCV infection  
can persist as an occult infection. RNA HCV can be detected in patients after successful treatment for CHC or spontaneous elimination. Per­
sistent HCV replication in hepatocytes or lymphoid cells would likely lead to continuous antigenic stimulation of the immune system. This 
prolonged replication may contribute to the immune tolerance of HCV, impairmen of immune response and even further virus persistence. 
This occult infection grows more important in transplantation.
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Wpływ toksyn bakteryjnych na 
proces nowotworzenia

STRESZCZENIE

Infekcje bakteryjne mogą stanowić istotny czynnik ryzyka rozwoju chorób nowotworo­
wych. Molekularne mechanizmy indukcji zmian nowotworowych przez infekcje bakte­

ryjne są niezwykle skomplikowane. Ich wyjaśnienie wymaga jeszcze w ielu  badań. Dotych­
czas wykazano rolę infekcji Helicobacter pylori w  powstawaniu raka żołądka i chłoniaka 
MALT. Głównymi, choć nie jedynymi czynnikami wirulencji tego mikroorganizmu induku­
jącymi zmiany nowotworowe, są dwie toksyny: VacA i CagA. Białko CagA uznano ostatnio 
za pierwszą scharakteryzowaną bakteryjną onkoproteinę. Wiele innych mikroorganizmów  
produkuje także specyficzne toksyny/efektory układów wydzielniczych, wpływające na 
funkcjonowanie komórek eukariotycznych lub/i wywołujące chroniczne stany zapalne. Pro­
cesy te mogą stanowić podłoże do rozwoju nowotworu. Toksyny bakteryjne ingerując w  
szlaki sygnałowe, zakłócają przebieg cyklu komórkowego, wpływają na procesy prolifera­
cji i różnicowania komórek oraz modulują przebieg apoptozy. Niektóre z tej klasy białek 
bezpośrednio indukują uszkodzenia DNA. Prezentowany artykuł przedstawia potencjalne 
powiązania pomiędzy aktywnością toksyn bakteryjnych a procesem nowotworzenia.

WPROWADZENIE

Proces nowotworzenia jest skomplikowaną sekwencją zdarzeń, prowadzącą 
do pojawienia się unieśmiertelnionych, swobodnie namnażających się, unika­
jących apoptozy komórek, rosnących niezależnie od czynników zewnętrznych 
i od kontaktu z komórkami sąsiednimi. Zajście tych procesów jest możliwe, 
gdy w materiale genetycznym komórki pojawi się wystarczająca liczba odpo­
wiednich mutacji, głównie w genach supresorów nowotworowych, kodujących 
białka odgrywające istotną rolę w procesach przekazywania sygnałów, kontroli 
cyklu komórkowego i apoptozy. Ścisła regulacja tych procesów zostaje w tedy 
zaburzona, co umożliwia komórce uniezależnienie się od naturalnego „zegara 
biologicznego". Zintensyfikowane podziały sprzyjają akumulacji w materiale 
genetycznym komórek kolejnych mutacji. Powstaje guz, który odżywiany i do­
tleniany jest przez nowo wytworzone naczynia krwionośne (angiogeneza). Kie­
dy kolonia komórek przełamuje barierę sąsiednich struktur pojawia się fenotyp 
inwazyjny: w najgroźniejszej swej formie komórki mogą odrywać się od guza i 
przemieszczać razem z krwią do innych tkanek (metastaza); etap tzw. progre­
sji guza determinujący rodzaj now otw oru i jego kliniczne następstwa. Czynniki 
fizyczne, chemiczne i infekcyjne mogą być zarówno promotorami guzów, uła­
twiając ich wzrost czy nagrom adzanie mutacji, jak i ich inicjatorami, bezpośred­
nio uszkadzając DNA [1],

Idea wiążąca choroby infekcyjne z procesem nowotworzenia pojawiła się już 
pod koniec XIX wieku, za sprawą odkryć i prac Roberta Kocha, gdy wykazano, 
że konkretne gatunki mikroorganizmów są czynnikami etiologicznymi chorób 
infekcyjnych (opracowanie tzw. postulatów Kocha). Jednak dopiero stosunko­
wo niedaw no udokum entow ano udział niektórych infekcji w irusowych w kan- 
cerogenezie. Jako przykłady można podać m.in. w irusa mięsaka Rousa (RSV, 
ang. Rous sarcoma virus), w irusa zapalenia wątroby typu B i C (HBV, HCV, ang. 
hepatitis B virus, hepatitis C virus), wirusa Epsteina-Barr (EBV) czy wirusa bro- 
dawczaka człowieka (HPV, ang. human papilloma virus) [2]. W pływ infekcji bak­
teryjnych na procesy nowotworzenia pozostaje jednak nadal kontrowersyjny, 
głównie ze względu na fakt, iż nasza w iedza o molekularnych mechanizmach 
towarzyszących infekcjom bakteryjnym jest nadal fragmentaryczna. Wielostop- 
niowość procesu kancerogenezy, jego złożoność i rozciągłość w  czasie znacznie 
u trudnia  dokładne poznanie powiązań z infekcjami, szczególnie w pływ u na ten 
proces przewlekłych stanów zapalnych indukow anych przez mikroorganizmy. 
Zakażenie bakteryjne może jedynie zapoczątkować transformacje komórek, któ­
re mogą ujawnić się w  postaci now otw oru po wielu latach. Konsekwencje tych 
oddziaływ ań zależą od wielu czynników: genotypu organizm u gospodarza, 
jego statusu immunologicznego, środowiska czy trybu życia oraz często także
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od genotypu patogennego mikroorganizmu. Infekcja bakte­
ryjna jest przeważnie jednym z istotnych czynników ryzyka 
rozwoju choroby nowotworowej.

BADANIA EPIDEMIOLOGICZNE -  
NIE TYLKO HELICOBACTER PYLORI...

Pierwszych dow odów  wskazujących na powiązanie in­
fekcji bakteryjnych z procesem nowotworzenia dostarczają 
dane epidemiologiczne. Jak dotąd jedynie w  przypadku in­
fekcji H. pylori szczegółowo udokum entow ano bezpośredni 
związek infekcji bakteryjnej z indukcją choroby now otw o­
rowej. W 1994 roku Światowa Organizacja Zdrowia zaliczyła 
H. pylori do I klasy kancerogenów. H. pylori jest mikroaero- 
filną, gramujemną, spiralną bakterią, wyizolowaną po raz 
pierwszy w 1982 roku z wycinków błony śluzowej żołądka 
pobranych od pacjentów z chronicznym stanem zapalnym 
żołądka [3]. H. pylori jest drugim  co do częstości występowa­
nia patogenem człowieka, którym zakażone jest ponad 50% 
ludzkiej populacji (w Polsce 84% — dane z 2004 roku) [4-5], 
Podatność na infekcję jest większa u osób starszych, choć do 
zakażenia dochodzi najczęściej we wczesnym dzieciństwie, 
najprawdopodobniej drogą kropelkową. Infekcja u trzym u­
je się przez całe życie człowieka i często jest bezobjawowa. 
Tylko u około 10-20% zakażonych osób dochodzi do zmian 
morfologicznych w błonie śluzowej żołądka. Podstawową 
chorobą w yw oływ aną przez H. pylori jest zapalenie błony 
śluzowej o różnym  fenotypie (fenotyp łagodnego zapale­
nia błony śluzowej, fenotyp w rzodu dwunastnicy i feno­
typ raka żołądka). Fenotyp nowotworowy, wskazujący na 
możliwość rozwoju raka żołądka (gruczolakorak żołądka, 
ang. gastric adenocarcinoma) występuje u około 1% osób za­
każonych; szczególnie często u osób zamieszkujących kraje 
azjatyckie. Infekcja tym patogenem uznawana jest także za 
czynnik ryzyka rozwoju chłoniaka MALT — tkanki limfa- 
tycznej powiązanej z błoną śluzową żołądka (ang. mucosa- 
associated lymphoid tissue lymphoma) [1,6]. Na rozwój choroby 
nowotworowej żołądka wpływ a wiele czynników tj. geno­
typ szczepu bakterii i gospodarza, jego status im m unolo­
giczny, stosowany rodzaj diety oraz poziom w ytwarzanego 
kw asu solnego [7]. Do głównych czynników wirulencji H. 
pylori zalicza się obecnie m.in. enzymy ułatwiające koloni­
zację (ureazę, katalazę, lipazy, fosfolipazy, proteazy), adhe- 
zyny, cytotoksynę wakuolizującą Vac A, białko CagA, białka 
budujące aparat sekrecji typu IV (transportujący m.in. CagA 
do komórek eukariotycznych), białko aktywujące neutrofile 
(NapA). Infekcja Helicobacter doprow adza do chronicznego 
stanu zapalnego błony śluzowej oraz zachwiania homeosta­
zy kom órek nabłonkowych, równowagi pom iędzy procesa­
mi apoptozy i proliferacji. Czynniki wirulencji H. pylori oraz 
mechanizmy prowadzące do rozwoju zmian now otw oro­
wych przedstawiono ostatnio w  kilku pracach przeglądo­
wych [6-9].

Infekcja Helicobacter hepaticus z kolei powoduje pow sta­
w anie now otw orów  wątroby u gryzoni. Bakterię tę odkryto 
u myszy z ostrym zapaleniem wątroby, które przyczyniło 
się do rozwoju raka. M ikroorganizm ten kolonizuje zarów ­
no kanaliki żółciowe wątroby, jak i jelito grube, stąd infek­
cję tę łączy się także z nowotworam i jelita grubego [10]. 
Co ciekawe, zauważono także korelacje pomiędzy infekcją 
H. hepaticus a rozwojem raka sutka, mimo braku bezpośred­
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niego kontaktu bakterii z tym gruczołem [11]. W ykazano, iż 
ryzyko zakażenia myszy, chronicznej infekcji i rozwoju no­
wotw oru znacznie rośnie, kiedy dochodzi do okołoporodo­
wej ekspozycji gryzoni na kontakt z bakteriami [10]. U ludzi 
sugeruje się związek bakterii infekujących wątrobę z wystę­
powaniem  marskości i wątrobiaka (ang. hepatoma); stwier­
dzenie obecności Helicobacter spp. w  tym narządzie koreluje 
pozytywnie z pojawieniem się tych schorzeń, szczególnie 
przy równoległej infekcji w irusem  zapalenia w ątroby typu 
C [12].

Infekcje H. pylori to nie jedyny przykład zw iązku zaka­
żeń mikroorganizmami z procesem nowotworzenia. Dane 
epidemiologiczne dokum entują korelację pom iędzy nosi­
cielstwem Salmonella enterica sv. Typhi w pęcherzyku żół­
ciowym a w ystępowaniem  now otw oru tego organu (ang. 
gallblader carcinoma). Praw dopodobieństw o rozwoju raka w 
przypadku nosicielstwa jest naw et około 200 razy wyższe 
niż w  sytuacji nieobecności patogenu [13-14]. M olekularne 
mechanizmy indukcji zmian nowotworowych pozostają na­
dal niewyjaśnione, aczkolwiek wiadomo, iż S. enterica sv. 
Typhi produkuje podjednostkę toksyny CDT (ang. cytolethal 
distending toxin): CdtB, o aktywności DNazy [15]. W skali 
globalnej odnotowywanych jest rocznie 17 milionów zacho­
row ań na dur brzuszny, a statystycznie od 3 do 5% chorych 
pozostaje nosicielami [16], Jest to wysoka liczba, przy tym 
wiadomo, iż nowotwór ten daje złe prognozy. Początko­
we sym ptom y chorobowe są bowiem mało specyficzne, co 
skutkuje stosunkowo późną diagnozą choroby now otw oro­
wej [14].

Infekcja Campylobacter jejuni uw ażana jest za czynnik 
ryzyka wystąpienia chłoniaka MALT jelita cienkiego (ang. 
immunoproliferative small intestinal disease, alpha heavy 
chain disease), który histologicznie przypom ina chłoniaka 
MALT wywoływanego przez H. pylori, a we wczesnych fa­
zach może być skutecznie leczony antybiotykami [17], Nie­
które szczepy C. jejuni również produkują toksynę CDT, co 
może mieć w pływ  na proces nowotworzenia [18].

Związek infekcji m ikroorganizmami z rodzaju Chlamydia 
z  chorobami neoplastycznymi opisywany był niejednokrot­
nie [19-20], Infekcje Chlamydia psittaci są czynnikiem ryzy­
ka rozwoju chłoniaka przydatków  oka (ang. ocular andexal 
lymphoma), który, podobnie jak w przypadku C. jejuni, może 
całkowicie cofać się pod w pływ em  terapii antybiotykowej 
[21], Jest to now otw ór bardzo rzadki, częstość zachorowań 
różni się znacznie ze w zględu na region geograficzny, na ­
wet w  obrębie jednego kraju. M olekularne mechanizmy 
indukcji zm ian nowotworowych pozostają dalekie od w y­
jaśnienia. Sugerowana jest rola białek błony inkluzyjnej Inc, 
głównie IncA, które ulega fosforylacji przez kinazy kom ó­
rek gospodarza [22], co może wpływać na zaburzenie szla­
ków sygnałowych. Dane epidemiologiczne sugerują także 
w pływ  infekcji Mycobacterium tuberculosis oraz Chlamydia 
pneumoniae na rozwój raka płuc [10,14,23], Infekcje Chlamy­
dia trachomatis powodują długotrwałe bezobjawowe stany 
zapalne, co zgodnie z danym i epidemiologicznymi w yda ­
je się predysponować do rozwoju raka szyjki macicy [24]. 
Chroniczne stany zapalne, często wieloletnie i nieodczu­
walne, mogą okazać się podłożem  i (lub) w ażnym  ogniwem 
w rozwoju nowotworów. Taki przebieg mają często infek­
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cje wywoływane przez mykoplazmy, co może promować 
transformację komórek i blokować ich apoptozę poprzez 
aktywację czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang. nuclear 
factor kB) [1,25].

Infekcje dróg moczowych mogą również indukować po­
wstawanie pewnych typów nowotworów tych narządów 
[14], a infekcja Streptococcus bovis uznaw ana jest za czynnik 
ryzyka rozwoju nowotworu jelita grubego [10]. U myszy 
czynnikiem etiologicznym choroby jelita grubego, związa­
nej z przerostem błon śluzowych oraz stanem zapalnym  jest 
Citrobacter rodentium. W konsekwencji choroby może dojść 
do powstania nowotworu stanowiącego mysi model do ba­
dań dotyczących raka jelita grubego u człowieka. Bakteria 
ta posiada w genomie wyspę patogenności LEE (ang. locus 
oferi/throcyte effacement) [26], kodującą m.in. białka budujące 
aparat wydzielania typu III, homologiczne do tych w en- 
teropatogennych (EPEC) i enterohemokrwotoczne (EHEC) 
szczepach Escherichia coli. Przekazane do komórek nabłonka 
białka efektorowe wpływają na wiele szlaków przekazyw a­
nia sygnałów doprowadzając do zmian cytoszkieletu i roz­
luźnienia połączeń międzykomórkowych [10].

Proliferacja komórek człowieka lub (i) blokowanie proce­
sów apoptozy mogą być także indukow ane przez chronicz­
ne infekcje Lawsonia intracellularis, czy Bartonella sp. L. intra- 
cellularis odpowiedzialna jest za powstawanie rozrostowe­
go zapalenia jelit (ang. proliferative enteropathy), głównie u 
świń [27], Bakteria ta jest internalizowana przez komórki 
nabłonkowe krypt jelitowych i wywołuje ich proliferację. 
O bserwowane zmiany histopatologiczne przypominają te 
odnotow yw ane u ludzi z objawami choroby Leśniewskie- 
go-Crohna, której występowanie jest jednym  z czynników 
ryzyka raka odbytnicy oraz te powstające u myszy po infek­
cji C. rodentium [1].

TOKSYNY BAKTERYJNE A NOWOTWORY

Na pow iązanie chronicznych infekcji bakteryjnych z 
procesem  now otw orzenia  zw rócono uw agę w m om encie 
udokum en tow an ia  zależności m iędzy zakażeniem  H. py­
lori a rozw ojem  raka żołądka i chłoniaka MALT. Wiele 
ga tunków  bakterii pow odujących przew lekłe stany za ­
palne, p rodukuje  toksyny specyficznie w pływ ające na 
funkcjonow anie kom órek eukariotycznych. Klasyczne 
egzotoksyny zalicza się do trzech kategorii: toksyn desta ­
bilizujących błony cytoplazm atyczne kom órek gospoda­
rza w  sposób m echaniczny lub enzym atyczny, induku ją ­
cych szlaki sygnałow e bez internalizacji (superantygeny) 
oraz toksyn wnikających do kom órek eukario tycznych i 
w różnorodny  sposób, głównie poprzez  w pływ  na szlaki 
p rzekazyw ania  sygnałów, modyfikujących ich m etabo­
lizm [28]. Często indukują one stan  zapalny, co m oże po ­
średnio  prow adzić  do uszkodzeń  DNA; reakcja zapalna 
skutkuje bow iem  pow staw aniem  toksycznych reak tyw ­
nych form tlenu. Zm iany w m ateriale genetycznym  mogą 
być także skutkiem  bezpośredniego działania toksyn o 
aktyw ności enzym atycznej, czy też pow staw ać poprzez 
ingerencję w procesy napraw y jego uszkodzeń. W szyst­
kie czynniki naruszające szlaki sygnałow e w  komórce 
p ro w ad zą  do zaburzenia praw id łow ego podziału  kom ó­
rek, procesów  apoptozy, czy w zrostu  kom órek będących
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w kontakcie z kom órkam i sąsiednim i, co może nadaw ać 
im zdolności m etastatyczne (progresja now otw oru) [10], 
Toksyny bakteryjne zaburzające eukario tyczny cykl ko ­
m órkow y określa się jako cyklom oduliny. Są one bezpo ­
średnio p rzekazyw ane z cytoplazm y patogenu  do cyto- 
plazm y kom órek docelow ych poprzez apara t w ydzieln i- 
czy typu  III (TTSS) czy IV (TFSS) lub też w ydzielane do 
środow iska przez system y w ydzielania typu  I, II czy V a 
następnie pobierane przez kom órki organizm u gospoda ­
rza [18].

MITOGENNE DZIAŁANIE TOKSYN POPRZEZ 
AKTYWACJĘ SZLAKÓW SYGNAŁOWYCH 
ZALEŻNYCH OD MAŁYCH BIAŁEK G

Przykładem  bakteryjnej toksyny o charakterze mito- 
gennym  i potencjalnych właściwościach kancerogennych 
jest toksyna Pasteurella multocida, PMT (146 kDa m onom er, 
kodow any profagowo). P. multocida to m ikroorganizm  
izolowany od pacjentów z przewlekłym i infekcjami ukła­
du oddechowego, głównie jednak związany z chorobam i 
świń obejmującymi m.in. zanik tkanki kostnej (ang. atro­
phic rhinitis), ham ow anie różnicowania osteoblastów i b u ­
dow y kości [14]. Toksyna ta jest silnym m itogenem  zarów ­
no w stosunku do fibroblastów jak i osteoblastów [29,30], 
W ostatnich latach rozw iązano strukturę  trzeciorzędow ą 
C-terminalnego fragm entu tego białka oraz zidentyfiko­
w ano reszty am inokw asow e istotne dla jego aktywności 
[31,32]. Po znalezieniu się w komórce docelowej, PMT 
stymuluje niezależnie przynajmniej dw a szlaki przekazy ­
wania sygnałów regulujące jej wzrost, aktywując hetero- 
trimeryczne białka G (G ^ n z rodziny G o r a z  G a p/13) [33], 
co prow adzi do aktywacji fosfolipazy Cy (PLCy); w ażnego 
transbłonowego przekaźnika sygnałów. W konsekwencji 
dochodzi do akumulacji fosforanu inozytolu, co w raz z 
uw olnieniem  jonów w apnia z zasobów w ew nątrzkom ór­
kowych, aktywuje kinazy białkowe C. Białka te aktyw ują 
kinazy Jun oraz kinazy MAPK (ang. mitogen activated pro­
tein kinase) ERKI i ERK2 [18], Aktywacji ulegają rów nież 
kinazy Src i FAK (ang. focal adhesion kinase), dochodzi do 
transm odulacji EGFR (ang. epidermal growth factor receptor). 
Wszystkie te białka zw iązane są z kancerogenezą, stąd 
rozregulow anie przekazyw ania sygnałów kom órkow ych 
może prow adzić do fenotypu now otw orow ego. Komórki 
będące w stanie spoczynku pod w pływ em  toksyny, po ­
nownie wchodzą w cykl kom órkow y (wzrost poziom u cy­
kliny D za spraw ą aktywacji kinaz MAPK), u trzym ana jest 
synteza DNA i podziały komórek. W zrost może odbyw ać 
się niezależnie od kontaktu z podłożem  i z kom órkam i są­
siednimi. U zw ierząt PMT prom uje proliferację nabłonka 
pęcherza moczowego bez indukcji stanu zapalnego [14], 
Z kolei w hodow lach fibroblastów linii Ratl już przejścio­
wa ekspozycja na działanie toksyny pow oduje tw orzenie 
kolonii z pojedynczej komórki, a efekt ten jest naw et w ięk­
szy niż po podaniu  czynników wzrostu: EGF i PDGF, co 
jest charakterystyczne dla fenotypu komórek now otw oro ­
wych. Komórki R atl są linią nienow otw orow ą, w ykazują 
tylko w zrost zakotwiczony, w podłożu półpłynnym  nie są 
w stanie utw orzyć kolonii. N atom iast po poddaniu  kom ó­
rek działaniu PMT i rozproszeniu w półpłynnym  agarze 
dochodzi do form ow ania kolonii [34].
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M O D U L O W A N IE  A K T Y W N O ŚC I G T P az  R ho

Opisując toksyny bakteryjne i mechanizm ich oddziały­
wania na komórki eukariotyczne, należy zwrócić uwagę na 
przekazyw anie sygnałów w tych komórkach, a szczególnie 
małe białka G, w  tym GTPazy Rho, będące jednym  z głów­
nych celów toksyn. Do najdokładniej scharakteryzowanych 
przedstawicieli tej rodziny zalicza się białka RhoA, Racl 
i Cdc42. Należą one do nadrodziny białek Ras i stanowią 
m olekularne przełączniki (ang. switches) w wielu ścieżkach 
sygnałowych, prowadzących głównie do rearanżacji cy- 
toszkieletu aktynowego. Aktywność małych białek G zależ­
na od związania G TP/G D P jest dodatkowo m odulowana 
poprzez trzy inne białka: czynniki wym iany nukleotydu 
guaninow ego GEF (ang. guanine nucleotide exchange factors), 
białka aktywujące aktywność GTPazową: GAP (ang. GTPa- 
se-activating proteins) oraz inhibitor dysocjacji nukleotydu 
guaninow ego GDI (ang. guanine nucleotide dissociation inhi­
bitor). Rho są „wyłączone", nieaktywne w formie związa­
nej z GDP i GDI. „Włączenie", aktywacja odbywa się przez 
w ym ianę GDP na GTP, wspom aganą przez GEF, których 
działanie z kolei regulowane jest sygnałami spoza komórki. 
W ym iana ta prowadzi do zmian konformacyjnych w  dom e­
nie „sw itchl" Rho, co umożliwia białku oddziaływanie z 
jego efektorami (kinazami, fosfolipazami, białkami adap te ­
rowymi). Aktywność Rho wym aga dodatkowo lokalizacji 
błonowej. Zaraz po zainicjowaniu odpowiedzi w komórce 
zachodzi hydroliza GTP w domenie „switch2", z udziałem 
GAP, co ponownie „wyłącza" białko Rho i terminuje sy­
gnał. Trzecim czynnikiem w regulacji aktywności Rho jest 
GDI, który utrzymuje Rho w cytoplazmie w formie nieak­
tywnej [28,35],

Działanie RhoA polega głównie na indukcji formowania 
w łókien aktynowych i miozynowych, organizacji miejsc 
kontaktów komórki z macierzą zewnątrzkomórkową, gdzie 
skupiają się receptory adhezyjne, powstawania lamellipo- 
diów, w ypustek poruszających się komórek, silnie usiecio- 
wanych aktyną, a także tzw. kompleksów adhezji ognisko­
wej (ang. focal complexes). Natomiast Cdc42 ma w pływ  na 
tworzenie filopodiów, mikrokolców i kontaktów adhezyj- 
nych (jak w przypadku białka RhoA) [35]. Białka Rho re­
gulują więc strukturę, funkcje i przyleganie komórek na­
błonkowych, jak również poruszanie się komórek poprzez 
w pływ  na procesy przebudow y cytoszkieletu aktynowego. 
Migracja komórek odgryw a istotną rolę w reakcjach odpor­
nościowych, umożliwiając przemieszczanie się leukocytów, 
ich toczenie po ścianach naczyń krwionośnych i ekstrawa- 
zację poza ich światło [36]. Mechanizm w pływ u białek Rho 
na poziom i rodzaj odpowiedzi immunologicznej związa­
ny jest z regulacją syntezy czynników transkrypcyjnych i 
cytokin w  komórkach odpornościowych. Kluczowym m o­
mentem  w przypadku tych akurat procesów jest aktyw a­
cja N F -k B , centralnego regulatora zarówno wrodzonej, jak 
i nabytej odpowiedzi immunologicznej. Czynnik N F -k B  

jest heterodimerem, występującym w cytoplazmie w połą­
czeniu z inhibitorem IkB . Aktywacja odpowiednich recep­
torów prow adzi do fosforylacji inhibitora i jego proteaso- 
malnej degradacji, zaś aktywny N F -k B  ulega translokacji do 
jądra komórkowego, gdzie indukuje ekspresję zależnych od 
siebie genów. GTPazy Rho indukują m.in. fosforylację IkB , 

natom iast białka RhoA i Rac fosforylują czynnik N F -k B , co
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jest niezbędne do uzyskania przez niego pełnej aktywności 
[28,37].

Sumarycznie, działalność małych białek G w pływa na re­
gulację wielu procesów, m.in. migracji komórek, morfoge- 
nezy, cytokinezy, fagocytozy, kontaktu komórek z macierzą 
i innymi komórkami, polarności komórek, produkcji anio­
nu ponadtlenkowego przez oksydazę NADPH, aktywacji 
transkrypcji, cyklu komórkowego, apoptozy i transformacji
[38]. N F - k B jest także odpowiedzialny za produkcję anty- 
apoptotycznych białek, takich jak Bcl-2 czy IAP (inhibitory 
apoptozy) [28].

Patogenne mikroorganizmy wypracowały dwie podsta­
wowe strategie w pływ u toksyn na białka Rho. Po pierwsze 
endocytowane toksyny bakteryjne enzymatycznie, w  spo­
sób nieodwracalny na drodze ADP-rybozylacji, glukozyla- 
cji lub deaminacji modyfikują białka G. Po drugie efektory, 
w prow adzane do komórek gospodarza za pośrednictwem 
TTSS, o strukturze podobnej do białek regulujących aktyw­
ność Rho, GEF czy GAP, modulują ich aktywność w sposób 
odwracalny [28],

Bezpośrednie działanie toksyn bakteryjnych na białka 
Rho polega na ich modyfikacji w dwóch kluczowych dom e­
nach: „sw itchl" i „switch2". Te, które inaktywują GTPazy 
Rho najczęściej działają na domenę „sw itchl", która jest od ­
powiedzialna za łączenie GTPaz z ich efektorami (toksyna 
LT, ang. lethal toxin Clostridium sordellii czy toksyny TcdA i 
TcdB Clostridium difficile). SptP S. enterica natomiast naśla­
duje działanie eukariotycznych GAP, inaktywując GTPazy 
Rac i Cdc42. Obie funkcje z kolei pełni egzoenzym S, ExoS 
Pseudomonas aeruginosa [28,35]. Inaktywacja Rho prowadzi 
do destrukcji cytoszkieletu aktynowego, zmian transkryp­
cji genów antyapoptotycznych (BCL-2) i w  konsekwencji 
apoptozy. Często celem takiej aktywności są też limfocyty 
T, w  których dezorganizacja cytoszkieletu uniemożliwia in­
dukcję apoptozy w komórkach zainfekowanych patogena­
mi wewnątrzkom órkowym i [35]. Toksyny działające na do ­
menę „switch2" (np. CNF) wywierają efekt odwrotny tzn. 
blokują proces apoptozy. Przykładowo deamidacja Gln63/ 
Gln61 w tej domenie uniemożliwia hydrolizę GTP, zarów ­
no indukow aną przez GAP, jak i od niego niezależną, co 
prow adzi do konstytutywnej aktywacji Rho, Rac czy Cdc42. 
W następstwie sieć aktynowa ulega przebudowie, zmienia 
się profil transkrypcji genów zależnych od N F - k B, niemożli­
w a jest depolaryzacja błon mitochondrium  i uwolnienie zeń 
cytochromu c, apoptoza jest zablokowana [28].

CNF (ang. cytotoxic necrotizing factor) to toksyna AB o masie 
cząsteczkowej około 115 kDa, wytwarzana przez wiele pato­
gennych szczepów E. coli. Domena N-końcowa toksyny wiąże 
receptor, C-końcowa wykazuje aktywność enzymatyczną, zaś 
środkowy rejon białka odpowiada za jego translokację [37]. 
Toksyna ta modyfikuje białka z rodziny Rho (Rho, Rac, Cdc42, 
z wyjątkiem Ras), prowadząc do ich stałej, nieodwracalnej ak­
tywacji. Izoformy CNF: CNF1 oraz CNF2 (a także dermone- 
krotyzująca toksyna, DNT Bordetella bronchiseptica) deamidują 
Gln63 białka RhoA w domenie „switch2", blokując hydrolizę 
GTP [35]. W konsekwencji uruchamiane są liczne szlaki sygna­
łowe: aktywacji ulegają kinazy FAK, Src a także COX2 (cyklo- 
oksygenaza 2) oraz przejściowo kinaza Jun [14,37],
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Skutkiem działania CNF jest wejście komórki w stanie 
spoczynku w cykl komórkowy ponieważ białka Rho po­
przez wpływ na poziom cykliny D l oraz inhibitorów CDK: 
p27K‘pi i p21CIP1 przyczyniają się do progresji cyklu komór­
kowego [39], Nie dochodzi jednak do cytokinezy, przez co 
powstają wielojądrowe komórki o charakterystycznie po­
marszczonych błonach (zjawisko tzw. membrane ruffling 
pow odow ane proteasomalną degradacją Racl wywołaną 
działaniem CNF1) [35], Takie wielojądrowe komórki zysku­
ją zdolności fagocytarne, jednocześnie unikając apoptozy. 
Działanie CNF1 jest więc też powiązane z aneuploidią (za­
burzeniem ilości DNA w jądrze komórkowym: prawidłowy 
zestaw chromosomów zostaje zubożony o jeden lub kilka 
chromosomów, wskutek nieprawidłowej replikacji i roz­
działu materiału genetycznego do komórek potomnych), 
która często towarzyszy onkogenezie. Toksyna moduluje 
także procesy autofagii, fenomen pojawiający się często w 
komórkach nowotworowych [40]. CNF1 jest więc poten­
cjalnym czynnikiem transformacyjnym, który pomimo swej 
mylnej nazwy promuje przetrwanie komórki: hamuje apop- 
tozę, nie powodując równocześnie katastrofy mitotycznej 
(rodzaj śmierci komórek wielojądrowych ssaków pow sta­
łych wskutek aberrantnej mitozy) [37,40],

Infekcje E. coli (50% stanowią szczepy produkujące CNF) 
odpowiedzialne są za większość stanów zapalnych dróg 
moczowych. Zauważono również związek infekcji uropa- 
togennymi szczepami £. coli (UPEC) z silnymi stanami za­
palnymi prostaty, stąd przypuszcza się, że CNF i aktywacja 
COX2 w trakcie przewlekłych infekcji może przyczyniać się 
do zwiększonego ryzyka rozwoju now otw oru tego gruczo­
łu. Ryzyko now otw oru w przypadku infekcji dróg moczo­
wych szczepami wytwarzającymi CNF wiąże się głównie ze 
zdolnością indukcji ekspresji COX2, co jest konsekwencją, 
jak wspom niano wyżej, aktywacji białek Rho oraz procesów 
związanych z aktywacją NF-kB. Nadekspresja genu COX2 
jest odnotow yw ana w pewnych typach now otw orów  [14]. 
Zmiany ekspresji genów kodujących białka zaangażow a­
nych w kontrolę cyklu komórkowego: cykliny D l, kinazy 
CDK2, c-Myc, Rb, p21, p53, podobnie jak genów kodujących 
cytokiny: IL-ip, TNF, IL-6, EGF, pełniących często funkcję 
czynników wzrostu dla komórek nowotworowych zależ­
ne są właśnie od tego czynnika transkrypcyjnego. Kontro­
li przez produkty genów bezpośrednio zależnych od NF- 
kB podlegają też metaloproteazy MMP, uPA (aktywator 
plazm inogenu typu urokinazowego), VCAM-1, ICAM-1, 
ELAM-1 odpowiedzialne za adhezję komórek. Wszelkie 
zm iany w tempie ich syntezy mogą przyczyniać się do in­
wazji i powstawania przerzutów  w dalszych etapach roz­
woju nowotworów [37], Przedłużone przetrwanie komórki 
połączone ze zwiększoną adhezją do składników macierzy 
może wręcz promować nowotworowy potencjał komórek 
nabłonkowych. CNF1 w komórkach nabłonka powoduje 
też powstawanie skomplikowanej sieci wydłużonych i po­
wiązanych wzajemnie ze sobą mitochondriów, co zależne 
jest od nadekspresji Bcl-2 [37,41], Dysfunkcja mitochon­
driów  prow adzi do wielu chorób, a w  tym nowotworów, co 
również popiera tezę o kancerogennym charakterze CNF. 
Częstą cechą zmian nowotworowych związanych ze sta­
nem  zapalnym  jest też produkcja reaktywnych form tlenu i

tlenku azotu (NO), co prowadzi do pojawiania się kolejnych 
mutacji, a w  konsekwencji dysfunkcji wielu genów [37],

Cif (ang. cycle-inhibiting factor) jest toksyną (białkiem 
efektorowym) EPEC i EHEC, kodowaną profagowo i p rze­
kazywaną do komórek docelowych przez TTSS locus LEE 
[42], Jest to m odułowe białko, złożone ze stałej dom eny 
funkcjonalnej i wymiennie występujących sekwencji sygna­
łowych: translokacji i sekrecji. Translokacja Cif do komórki 
docelowej powoduje Rho-zależną polimeryzację włókien 
aktynowych oraz powiększenie jądra komórkowego w w y­
niku zaham owania mitozy. Ten drugi proces jest niezależny 
od białek Rho, ponieważ ich hamowanie nie znosi blokady 
cyklu komórkowego powodowanej przez Cif [18]. Inaczej 
niż w przypadku CDT, co opisano niżej, nie obserwuje się 
uszkodzeń DNA i fosforylacji histonu H2AX oraz rekrutacji 
systemu naprawczego, choć efekt działania jest podobny, 
dochodzi do zatrzymania cyklu na etapie G 2/M . Działanie 
Cif jest niezależne od aktywacji punktu  kontrolnego uszko­
dzeń DNA: ATM /ATR (ang. ataxia telangiectasia mutated/ 
ataxia telangiectasia and Rad3 related), nie dochodzi do fosfo­
rylacji C hkl i Chk2 (ang. checkpoint kinase 1, 2). Praw dopo­
dobnie brak defosforylacji/aktywacji CDK1 spow odow any 
jest zmianami strukturalnym i Cdc25C, która pod w pływ em  
działania Cif nie jest zdolna do oddziaływania z CDK1 [42],

TOKSYNY USZKADZAJĄCE DNA

Odkrycie toksyn bakteryjnych, które bezpośrednio 
uszkadzają DNA, potwiedzilo, że toksyny bakteryjne 
mogą nie tylko wspom agać pow staw anie now otw orów  
poprzez zakłócanie praw idłow ego przebiegu procesów 
przekazyw ania sygnałów, ale również inicjować proces 
kancerogenezy. CDT to złożona toksyna typu AB rozpo ­
znana u wielu gram ujem nych bakterii (w tym E. coli, Shi- 
gella dysenteriae, Campylobacter spp.) [18]. Indukuje ona 
w zrost objętościowy komórek eukariotycznych oraz p ro ­
ces apoptozy limfocytów i monocytów [43], Toksyny CDT 
zbudow ane są z trzech podjednostek; CdtA i CdtC odp o ­
wiadają za rozpoznanie polisacharydowych receptorów  
na pow ierzchni kom órek ssaków, zaś CdtB jest białkiem o 
aktywności DNazy zawierającym m otyw NLS (ang. nucle­
ar localization signal), zapewniający jej lokalizację jądrow ą 
[44], Katalizuje ona pow staw anie dwuniciowych pęknięć 
w  DNA w sposób zależny od ATM a tym  sam ym  h am u ­
je cykl komórkowy. Blokada cyklu na poziomie przejścia 
G 2 /M  jest zw iązana z akumulacją ufosforylowanej formy 
C dk l (kinazy zależnej od cyklin), oddziałującej z cykli­
ną B [14,18], Co ciekawe, S. entérica sv. Typhi, produkuje 
jedynie podjednostkę CdtB, co pow inno uniemożliwiać 
toksynie wniknięcie do komórki docelowej (Ryc. 1). Jed­
nakże ostatnio udokum entow ano złożony m echanizm  
transportu  tej toksyny zw iązany z tworzeniem  trim eru 
zbudow anego z podjednostki CdtB oraz dw u białek PltA i 
PltB, wykazujących podobieństw o sekwencji reszt am ino­
kwasowych do sekwencji podjednostek toksyny Bordetella 
pertussis o aktywności ADP-rybozylującej. Składanie tok­
syny ma miejsce w cytoplazmie komórki eukariotycznej. 
Następnie toksyna transportow ana jest do środow iska i 
ponow nie pobierana przez komórki, posiadające na po ­
wierzchni odpow iednie receptory [43,45].
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Działanie CDT prowadzi do form owania aktynowych 
włókien naprężeniowych poprzez aktywację RhoA. Proces 
ten ma miejsce w  cytoplazmie, tak więc sygnały powstające 
w odpow iedzi na zniszczenia DNA m uszą być przenoszo­
ne z jądra komórkowego. Większość białek GEF wykazuje 
lokalizację cytoplazmatyczną. W jądrze kom órkow ym  zlo­
kalizowane jest RhoA-specyficzne białko G EF-N etl (ang. 
neuroepithelioma transforming gene 1) odpowiadające na 
stres genotoksyczny w komórce. N iezbędna dla aktywacji 
RhoA pod w pływ em  CDT jest więc zm iana lokalizacji N etl 
z jądrowej, gdzie dwuniciowe przerw y w DNA pow odują 
defosforylację N etl w miejscu inhibitorowym  (aktywacja), 
na cytosolową [46-47]. RhoA pow oduje także aktywację 
MAPK JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase) i SRF (ang. serum 
responsefactor), jak również p38 MAPK, która prom uje p rze­
życie komórek poddanych działaniu CDT; chroni ona przed 
apoptozą indukow aną uszkodzeniami DNA. MK2 (MAPK- 
aktyw ow ana kinaza białkowa 2) jest bezpośrednim  substra- 
tem p38 MAPK; w reakcji na działanie CDT również docho­
dzi do jej aktywacji. Droga ta może okazać się krytyczna w 
now otw orach powodowanych chronicznymi infekcjami i 
ekspozycją na niektóre toksyny bakteryjne, które indukują 
uszkodzenia DNA [46].

KANCEROGENNE TOKSYNY H. PYLORI

Badania epidemiologiczne bezsprzecznie udokum ento ­
wały, że ludzie zainfekowani szczepami H. pylori prod u k u ­
jącymi aktywną toksynę VacA oraz posiadającymi w yspę 
patogenności Cag obarczeni są wyższym  ryzykiem rozw o­
ju chorób nowotworowych niż ludzie zakażeni szczepami

Rycina 1. M echanizm  w ydzielan ia /transpo rtu  toksyny CDT u Salmonella enterica 
sv. Typhi [wg 45]: (1) internalizacja bakterii; (2) ekspresja cdtB oraz pltA  i plłB; (3) 
w ydzielenie kom pleksu C d tB /P ltA /P ltB  do światła w akuoli oraz jego „pakow a­
nie" do lipidow ych pęcherzyków  transportujących; (4) eksport kom pleksu  poza 
kom órkę; (5) w nikanie toksyny do kom órek niezainfekow anych, gdzie ujaw nia 
się jej enzym atyczna aktywność DNAzy.
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nieposiadającymi tych czynników wirulencji. Molekularny 
mechanizm tych zjawisk pozostaje nadal nie w  pełni wyja­
śniony. Profil ekspresji genów komórek nabłonkowych żo­
łądka po kontakcie ze szczepami cagA+ PAI lub cagA, ana­
lizowany przy zastosowaniu mikropaneli cDNA, wykazuje 
znaczące różnice. Dotyczą one głównie ekspresji genów 
związanych z procesami apoptozy i regulacji cyklu kom ór­
kowego [48]. Ostatnio udokum entow ano w pływ  infekcji 
H. pylori na procesy metylacji genów komórek eukario­
tycznych. Te zmiany epigenetyczne, w szczególności mety- 
lacja skupisk nukleotydów CpG w regionach prom otorów 
genów supresorów now otworowych doprowadzająca do 
obniżenia lub całkowitego zaham owania ich transkrypcji, 
ma niewątpliwie wpływ na rozwój choroby nowotworowej. 
Mechanizm w jaki sposób infekcja H. pylori doprow adza 
do rozregulowania procesów metylacji nukleotydów  w ko­
mórkach eukariotycznych jak dotąd nie został wyjaśniony. 
Przypuszcza się, że zaburzenia indukow ane są przewle­
kłym stanem zapalnym. Podwyższony poziom metylacji 
zaindukow any infekcją dotyczy wielu genów w genomie 
komórek gospodarza, nie tylko genów supresorów  now o­
tworowych. Dodatkowo istnieją geny nie podlegające temu 
procesowi [49-51],

Białko CagA (ang. cytotoxin associated antigen A) H. pylori 
dostarczane jest do komórki docelowej poprzez TFSS, zbu­
dow any z białek strukturalnych kodowanych przez geny 
wyspy patogenności (PAI, ang. pathogenicity island) Cag. 
CagA to 128-146 kDa efektor tego systemu, kodow any rów ­
nież w obrębie wspomnianej w yspy genomowej. Większość 
szczepów izolowanych od pacjentów niesie w genomie w y­
spę i koduje CagA [52]. CagA jest białkiem wielofunkcyj­
nym, modulującym wiele szlaków przekazywania sygna­
łów (Rys. 2) w  sposób zależny lub nie zależny od jego fos­
forylacji. Niektóre indukowane efekty są skutkiem stym ula­
cji/zaham ow ania kilku szlaków przekazywania sygnałów. 
Na terenie komórki docelowej reszta tyrozyny m o ty w u /ó w  
EPIYA CagA ulega fosforylacji przez kinazę Src, co nadaje 
jej powinowactwo do błon komórkowych. W tej lokaliza­
cji oddziałuje z komórkowymi fosfatazami tyrozynowymi 
SHP-2 (dzięki obecności w nich charakterystycznej domeny 
SH2) [53]. Białka tej rodziny odgrywają istotną rolę w  regu­
lacji wzrostu i ruchliwości komórek, a zakłócenie ich działa­
nia prow adzi do wielu schorzeń, w tym nowotworów, stąd 
nazywa się je onkoproteinami. Zmiana konformacji SHP-2 
stymuluje szlak przekazywania sygnału M AP/M EK/ERK, 
co prow adzi do zmian morfologii komórki (tzw. fenotyp 
kolibra, ang. hummingbird, wydłużenie komórki), zmian 
cytoszkieletu oraz zmian w ruchliwości komórek [6,7]. Gen 
cagA charakteryzuje się silnym polimorfizmem. Dotyczy 
on głównie liczby i sekwencji reszt aminokwasowych są­
siadujących z motywami fosforylacji zlokalizowanych w C- 
końcowej domenie CagA. Szczepy izolowane od pacjentów 
z USA, zachodniej Europy oraz Australii (tzw. typ zachodni; 
Western type) zawierające inny układ m otywów fosforylacji 
niż szczepy typu wschodnioazjatyckiego (East-Asian type), 
infekujące mieszkańców Chin, Korei i Japonii [14,54]. W 
obu typach CagA występują motywy EIPY-A i_-B (miejsce 
oddziaływania z kinazą Csk, patrz niżej), podczas gdy typ 
zachodni zawiera dodatkow o jeden lub więcej m otywów 
EIPY-C a typ wschodni CagA jeden lub więcej m otywów 
EIPY-D. Różnorodność wariantów  białka CagA różniących
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aparat 
sekrecyjny 
typu IV

receptor
c-Met

Rycina 2. CagA -  białko efektorowe H. pylori. W pływ na funkcjonowanie kom órki nabłonka żołądka [wg 70]: (1) dostarczenie CagA poprzez T4SS; (2) asocjacja CagA z 
białkami JAM i ZO-1 niezależnie od fosforylacji tyrozynowej; (3) fosforylacja tyrozyny m otyw u EPIYA CagA przez Src; (4) aktywacja Csk i negatyw ne sprzężenie zwrotne: 
dezaktywacja Src; (5) defosforylacja ezryny i kortaktyny w w yniku zaham ow ania aktywności Src -  zm iany morfologii i ruchliwości komórki; (6) ufosforylowane CagA 
aktywuje SHP-2; (7) asocjacja CagA z receptorem  c-Met oraz PLCy; (8) stymulacja aktywności kinazy ERK dzięki SHP-2.

się powinowactwem  względem SHP-2, występująca pomię­
dzy szczepami wschodnioazjatyckimi a zachodnimi korelu­
je też ze zm ienną liczbą zachorowań na raka żołądka w tych 
regionach; zdecydowanie więcej przypadków  obserwuje 
się właśnie w  Azji [54-55], CagA oddziałuje też z kinazą 
C-końcowej dom eny Src (Csk), które dzięki temu ulega ak­
tywacji i staje się zdolne do deaktywacji kinazy Src. Mecha­
nizm ten, redukując poziom fosforylacji samego CagA, w y­
cisza związane z nim procesy przekazywania sygnału [18]. 
W ykazano również zdolność CagA do oddziaływania z 
innymi cząstkami sygnałowymi, tj. Grb2 (ang. growth factor 
receptor hound 2) oraz receptorem czynnika w zrostu c-Met. 
Ten proces nie wym aga fosforylacji CagA. Oddziaływanie 
to skutkuje rozproszeniem komórek, prow adząc do fenoty­
pu podobnego do tego wywoływanego przez HGF (czynnik 
w zrostu hepatocytów, tzw. „scatter factor"), który uczestni­
czy m.in. w  procesie metastazy [7, 56-57].

CagA bierze udział w  aktywacji kilku czynników trans- 
krypcyjnych między innymi z rodziny NFAT (ang. nuc­
lear factor o f activated T cells). NFAT, podobnie jak NF-kB, 
też aktyw ow any infekcją H. pylori poprzez oddziaływanie 
fragm entów peptydoglikanu z cytoplazmatycznymi recep­
torami białkami NODI (ang. nucleotide-binding oligomeri-
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zation domain protein), w cytoplazmie występuje w formie 
nieaktywnej, ufosforylowanej. Defosforylacja czynnika 
przez kalcyneurynę, fosfatazę Ca2+/kalm odulino-zależną, 
aktywowaną pośrednio przez działanie PLCy, umożliwia 
jego translokację do jądra komórkowego. Proces ten w yw o­
łuje aktywację transkrypcji wielu genów takich jak np. p21 
i COX2. Białko p21, będące inhibitorem Cdk, powoduje za­
trzymanie cyklu komórkowego na poziomie G1 [57], Innym 
czynnikiem transkrypcyjnym którego ekspresja m odulow a­
na jest przez białko CagA jest czynnik TCF (ang. f-catenin 
T-cell factor). CagA oddziałując z C-końcowym fragm en­
tem E-kadheryny destabilizuje kompleks tej adhezyny z 
P-kateniną i rozregulowuje zależną od tych oddziaływ ań 
ścieżkę sygnałową [55], Istotne znaczenie w indukcji zmian 
nowotworowych przez CagA ma jego oddziaływanie z 
kinazą PAR1/M ARK (ang. partititioning-defective/microtu- 
bule affinity regulating kinase) białkiem odpowiedzialnym  
za polarność komórek nabłonkowych. Zablokowanie jego 
aktywności doprow adza do rozluźnienia ścisłych połączeń 
między komórkami nabłonka i utraty ich polarności [55,58]. 
Ostatecznych dow odów  potwierdzających, że CagA jest 
bakteryjną onkoproteiną dostarczyło wyhodowanie trans- 
genicznych myszy wytwarzających dwa rodzaje białka 
CagA: białko typu dzikiego i białko zm utowane nie po d ­
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legające procesowi fosforylacji. U zwierząt produkujących 
dziki typ CagA zaobserwowano nagrom adzanie zmian no­
w otw orow ych tkanki nabłonkowej żołądka i jelit [59],

Gen kodujący białko VacA jest obecny w genomach wszyst­
kich izolowanych szczepów H. pylori, choć u około 50% szcze­
pów kodowane białko nie ma właściwości cytotoksycznych. 
Stwierdzono, że w  szczepach Tox', które nie indukują waku- 
olizacji komórek eukariotycznych, transkrypq'a genu imcA za­
chodzi na dużo niższym poziomie niż w szczepach fenotypo- 
wo Tox+ [60]. Wśród wszystkich szczepów H. pylori sekwencja 
reszt aminokwasowych końców białka: karboksylowy i ami­
nowy są zachowane w ewolucji. Znaczną zmienność wykazu­
ją sekwencja sygnałowa: s (3 allele: sla, slb, s2) oraz centralny 
rejon białka: m (ang. middle region) -  4 rodzaje: m l, m2, ml* i 
ml*-m2 [61]. Ponadto zidentyfikowano ostatnio trzeci zmien­
ny rejon: i (ang. intermediate region), występujący w  dwóch for­
mach: il oraz i2, z czego il wydaje się być związana z wystę­
powaniem wrzodów żołądka [62]. Wśród badanych pod tym 
względem szczepów H. pylori odnaleziono wszystkie możliwe 
kombinacje genotypu genu vac A  oprócz s2 /m l. Szczepy po­
siadające genotyp vacA s la  odpowiedzialne są za najsilniejsze 
reakcje ze strony układu immunologicznego człowieka. Od 
pacjentów ze zmianami nowotworowymi najczęściej izolowa­
ne są szczepy z allelem vacA s l /  m l, które wykazują większą 
cytotoksyczność niż wariant s l /m 2  [63]. Białko produkowane

przez szczepy o genotypie vac A  s2 / m2 nie wykazuje aktywno­
ści cytotoksycznej [64],

Toksyna VacA H. pylori, należąca do grupy białek auto- 
transporterów (V typ sekrecji) ma strukturę homomulti- 
meru. Produkow ana jest w postaci 140 kDa prekursora za­
wierającego sekwencją sygnałową, właściwą toksynę oraz 
C-końcową domenę odpowiedzialną za transport białka 
przez błonę zewnętrzną komórki. Pozakomórkowa VacA to 
białko o wielkości 95 kDa, składające się z 6 do 7 podjed- 
nostek. W tej formie za pośrednictwem podjednostki p58, 
rozpoznającej eukariotyczny receptor, wiąże się z błoną 
komórki docelowej. Po oligomeryzacji z podjednostką p37, 
dojrzałe białko ulega internalizacji na drodze endocytozy 
[65]. Pojawienie się toksyny w komórce powoduje szybkie 
powstawanie wakuoli, charakteryzujących się niskim pH  
oraz obecnością markerów późnych endosom ów i lizoso- 
mów. VacA tworząc anionoselektywne pory w błonach li­
pidowych, zaburza ich potencjał i powoduje napływ do w a­
kuoli dużych ilości wody. N-końcowa dom ena VacA wiąże 
się praw dopodobnie również z pom pam i protonowymi 
ATPaz w wodniczkach, co skutkuje wakuolizacją całej ko­
mórki [14]. Zmiana przepuszczalności błon ma też wpływ 
na zwiększenie transepitelialnej i transbłonowej dyfuzji 
mocznika (Ryc. 3).

H. pylori
VacA

PERMEABILIZACJA 
BŁONY KOMÓRKOWEJ

Rycina 3. VacA -  toksyna wakuolizująca H. pylori. Efekty działania na  kom órki nabłonka uk ładu  pokarm owego: apoptoza, indukq'a szlaków przekazyw ania sygnałów  
prow adzących do produkcji cytokin prozapalnych, zm iany przepuszczalności błon lipidowych.
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W kom órkach okładzinow ych VacA doprow adza  do 
permeabilizacji szczytowej części błony, w pływ ając na 
zdolności w ydzielnicze tych kom órek, indukując hipo- 
chlorhydrię (niedokwaśność żołądka). N apływ  zew ną- 
trzkom órkow ych jonów w apnia  do kom órki pow oduje 
aktywację kalpainy i za jej spraw ą proteolizę ezryny, k tó ­
ra zostaje uw olniona z błony komórkowej. H am ow anie 
w ydzielania kw asu solnego odbyw a się poprzez zabloko­
wanie oddzia ływ ań  cytoszkieletu z apikalną błoną. Dzia­
łanie tej toksyny dotyczy też ingerencji w cykl kom órko­
wy kom órek nabłonka żołądka. Zatrzym uje się on w fazie 
G l, głównie za spraw ą w zrostu  ekspresji genów  p53, p21 
oraz Bax, obniżeniem  poziom u cyklin fazy G l oraz fos­
forylacji Rb [18]. VacA indukuje też apoptozę kom órek 
przez aktywację jej m itochondrialnych szlaków. Dom ena 
N -końcow a VacA kieruje się do m itochondrium , gdzie 
d oprow adza  do uw olnienia cytochrom u c i aktywacji ka- 
spazy 3. U niem ożliw ienie proliferacji lim focytów T CD4+ 
może tworzyć bakteriom  lokalną strefę im m unosupresji 
w  błonie śluzowej żołądka, co „pom aga" w ustanow ie ­
niu chronicznej infekcji [14]. VacA ham uje ponad to  au- 
tokrynną stymulację m iędzy IL-2 a jej receptorem , un ie ­
m ożliw ia translokację do jądra kom órkow ego NFAT. W 
ten sposób negatyw nie regulow ana jest synteza zarów no 
IL-2, jak i jej receptora [18,57], A ntagonistyczne działa ­
nie w  stosunku do CagA w iąże się z b lokow aniem  de- 
fosforylacji NFAT przez kalcyneurynę: enzym  ten nie jest 
aktyw ow any, gdyż zasoby jonów w apnia  nie m ogą ulec 
odpow iedniej mobilizacji ze w zględu  na rozregulow anie 
depolim eryzacji błon w komórce. Pozytyw na lub nega­
tyw na regulacja aktyw ności NFAT przez różne szczepy 
patogenu może odpow iadać za różnorodność in dukow a­
nych objawów chorobowych.

Wspólne działanie obu toksyn H. pylori na komórki na­
błonka żołądka może prowadzić do zakłóceń procesów ich 
wzrostu, a w konsekwencji także i transformacji [57], Po­
parciem tej tezy jest statystyczna zależność między liczbą 
zachorowań na raka żołądka a fenotypem szczepów w yw o­
łującym poważne objawy chorobowe: większość z nich ma 
fenotyp CagA+ i VacA+.

INNE MECHANIZMY DZIAŁANIA BAKTERYJNYCH 
TOKSYN -  AKTYWNOŚĆ PROTEOLITYCZNA

BFT (fragilizyna), 20 kDa toksyna enterotoksycznych 
szczepów Bacteroides fragilis (ETBF) będących czynnikiem 
etiologicznym zarów no ostrych, jak i chronicznych sta­
nów  zapalnych błon śluzowych jelita (IBD, ang. inflama- 
tory bowel disease) jest m etaloproteinazą zależną od cynku, 
niszczącą E-kadherynę, białko niezbędne w utrzym aniu  
oddziaływ ań m iędzy kom órkam i eukariotycznym i [66], 
Jej działanie prow adzi do rozluźnienia połączeń m iędzy­
kom órkow ych i indukcji szlaku sygnałowego TCF. BFT 
oddziałuje z cytoszkieletem przez a- i p-kateniny, które 
zwykle tw orzą kompleksy z cytoplazm atyczną dom eną 
E-kadheryny oraz aktyną. Degradacja E-kadheryny przez 
BFT stym uluje translokację do jądra kom órkow ego cyto- 
plazmatycznej P-kateniny. Ten szlak sygnałowy prow adzi 
do wzmożonej ekspresji c-myc i genu kodującego cyklinę 
D, co w konsekwencji w spom aga proliferację kom órek za­
leżną od TCF [14,67],
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Toksyna ta także indukuje syntezę COX2 oraz prostaglan- 
dyny E(2), PGE(2), która wraz z C-AP2 (ang. cellular inhibitor 
of apoptosis 2) hamuje proces apoptozy we wczesnej fazie 
ekspozycji na działanie toksyny. Procesy te regulowane są 
przez p38 MAPK [68], Takie „odsunięcie w czasie" apopto- 
tycznej śmierci komórki umożliwia jej zainicjowanie stanu 
zapalnego. W ażną cechą BFT, związaną także ze stanem 
zapalnym, jest indukcja syntezy IL-8: chemoatraktanta neu- 
trofili. Produkcja IL-8 może odbywać się za pośrednictwem 
trzech różnych, aczkolwiek powiązanych ze sobą szlaków 
rozpoczynających się od MAPK i angażujących kinazy tyro- 
zynowe i czynnik transkrypcyjny NF-kB. MAPK przekazują 
sygnał indukow any stresem i czynnikami w zrostowym i z 
powierzchni komórki do jej jądra poprzez udział ERK, p38 
i JNK. W tym  przypadku występuje też stymulacja sygna­
łów prowadząca do NF-kB i niezależna od MAPK. Infekcje
B. fragilis przyczyniające się do przewlekłych stanów zapal­
nych jelit mogą predysponować do rozwoju raka. Udział 
BFT w tym  procesie jest praw dopodobny [69],

PODSUMOWANIE

Dane epidemiologiczne dostarczają coraz więcej danych 
dotyczących związku przewlekłych infekcji bakteryjnych 
z procesami kancerogenezy. Jednakże molekularne m e­
chanizmy tych zjawisk, nawet w  przypadku tak dokładnie 
już scharakteryzowanych infekcji H. pylori pozostają nie do 
końca wyjaśnione. Pomimo, że znamy czynniki wirulencji 
H. pylori, nie potrafimy dokładnie wskazać tego (tych), które 
mają bezpośrednie i największe znaczenie w nowotworze- 
niu. Dopiero rok temu wykazano, że białko CagA jest on- 
koproteiną. Ponadto identyfikujemy produkty bakteryjne, 
będące potencjalnie czynnikami kancerogennymi, choć cza­
sem wytwarzające je mikroorganizmy nie są wiązane epide­
miologicznie z rozwojem nowotworów.

W ażnym mechanizmem wydaje się być wpływ patoge­
nów na szlaki przekazywania sygnału w komórkach euka­
riotycznych. Zaburzenie równowagi w  naszych komórkach: 
zmiana regulacji ich wzrostu, różnicowania, apoptozy może 
prowadzić zarówno do ich śmierci, jak i unieśmiertelnienia, 
powstawania nowotworu. Szczególnie w ażnym  etapem  dla 
przeżycia patogenów wewnątrzkom órkowych jest w yw o­
łanie chronicznego stanu zapalnego i utrzymanie komórki 
gospodarza przy życiu, uniewrażliwienie jej na naturalne 
mechanizmy regulacyjne. Zmiany tak powstałe mogą przy­
pominać kolejne etapy kancerogenezy, a po zastosowaniu 
antybiotyków ulegać nawet całkowitej remisji. Ogólnie 
wnioskować można, iż przewlekły stan zapalny, wywołany 
infekcją bakteryjną, może zakłócać normalne ścieżki sygna­
łowe w komórkach eukariotycznych, a tym samym inicjo­
wać lub promować rozwój nowotworów.

H. pylori nie jest jedynym  przykładem  bakterii pow o­
dującej nowotwory, ale najlepiej udokum entow anym . Co­
raz więcej wiadom o również o patogenezie Bartonella sp. 
bakterii indukującej zmiany podobne do procesów angio- 
genezy. Poznawana jest rola wielu toksyn bakteryjnych w 
procesach nowotworzenia. Białka te często zakłócają szlaki 
przekazywania sygnałów w komórkach eukariotycznych. 
Niektóre z nich mogą bezpośrednio uszkadzać DNA. Klu­
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czowe znaczenie ma w pływ toksyn na GTPazy Rho, główne 
„przełączniki" sygnalizacyjne w naszych komórkach, czego 
efektem są zmiany w organizacji cytoszkieletu, ruchliwości 
i morfologii komórek oraz m odulowanie procesów apopto­
zy. Zaburzenie wyżej wymienionych procesów niewątpli­
wie może przyczyniać się do transformacji komórek. Pomi­
mo, że do rozwoju raka niezbędne są także „sprzyjające" 
okoliczności ze strony organizmu człowieka i w arunków  
środowiskowych, coraz trudniej wykluczyć rolę bakteryj­
nych infekcji jako istotnych czynników ryzyka chorób no­
wotworowych.
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ABSTRACT
Bacterial infections may constitute an important risk factor of developing cancer disease. Molecular mechanisms by which bacteria contribute 
to cancer are extremely complex and still remain not fully understood. So far, it is generally accepted that Helicoabcter pylori infections are 
associated with induction of gastric adenocarcinoma and MALT lymphoma. Two H. p y lori toxins which modulate many cellular functions are 
VacA and CagA. So far, CagA is the only one known bacterial oncoprotein. However, many other bacteria produce toxins or effector proteins 
perturbing host cell homeostasis or/and evoking chronic inflammation. Both processes may be associated with tumour formation. Bacterial 
toxins w hich interfere with various host signal transduction pathways, deregulate processes of cell division, proliferation and differentiation 
and modulate apoptosis. Some toxins cause even direct DN A damage. This review discuss the potential links between action of bacterial 
toxins and cancer.
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STRESZCZENIE

Wszystkie organizmy posiadają mechanizmy zapewniające oporność na związki arsenu 
obecne w  środowisku. Procesy te są stosunkowo dobrze poznane u bakterii oraz droż­

dży, w mniejszym  natomiast stopniu u zwierząt i roślin. Wciąż w iele kwestii dotyczących 
mechanizmów detoksykacji oraz system ów transportu arsenu nie zostało rozstrzygniętych, 
liczne obserwacje in v itro  nie zostały potwierdzone doświadczalnie in vivo, a domniemane  
funkcje niektórych białkowych hom ologów nie zostały wykazane. Wyjaśnienie ich jest nie­
zmiernie istotne, ponieważ znajomość m echanizmów molekularnych, szczególnie systemów  
transportujących, może być przydatna m. in. w  rozwiązywaniu problemów dotyczących za­
nieczyszczenia środowiska związkami arsenu i związanych z technologią usuwania zanie­
czyszczeń z gleby i w ód podziemnych za pomocą roślin lub bakterii (tzw. bioremediacją). 
Może także zwiększyć skuteczność związków arsenu jako chemioterapeutyków stosowa­
nych przeciwko parazytozom i białaczkom.

WPROWADZENIE

Arsen jest szeroko rozpowszechnionym  pierwiastkiem amfoterycznym natu ­
ralnie występującym  w środowisku. Pochodzi głównie ze źródeł geochemicz­
nych — jest w prow adzany do biosfery poprzez wym yw anie z formacji skalnych 
[1], Innym jego źródłem są używ ane przez człowieka pestycydy, herbicydy oraz 
fungicydy [2-4], Stosowany jest także w medycynie i przemyśle [4,5]. Jednak 
pomimo jego użyteczności, w ywiera on szkodliwy w pływ na żywe organizmy. 
Długotrwała ekspozycja na arsen może powodować u ludzi wiele problemów 
zdrowotnych, takich jak: dermatozy, nieprawidłowości w działaniu układu 
immunologicznego, uszkodzenia układu nerwowego, nowotwory [6]. Związki 
arsenu mają także niekorzystne działanie na organizmy: zwierząt, roślin, grzy­
bów oraz na bakterie. Toksyczność arsenu jest zależna od postaci, w jakiej zosta­
nie on pobrany przez organizm [7], W przyrodzie arsen występuje głównie na 
dwóch stopniach utlenienia: III i V, zwykle w postaci kwasów tlenowych: kwasu 
arsenowego(III) As20 3 (Ryc. la), zwanego też tritlenkiem arsenu, oraz kwasu 
arsenowego(V) H 3AsÓ4. W roztworach przy neutralnym  pH As20 3 występuje 
w postaci As(OH)3 (Ryc. Ib), natomiast H 3A s0 4 w postaci oksyanionu H 2A s0 4‘ 
(Ryc. lc) [1,4].

Toksyczność arseninu As(III) w y ­
nika z jego reaktyw ności jako jonu 
m etalu, z czym zw iązane są silne o d ­
działyw ania  z g rupam i funkcyjnym i 
takimi jak g rupa  sulfhydrylow a w 
reszcie cysteiny, czy grupa azoto ­
w a w pierścieniu im idazolow ym  w 
reszcie h istydyny [1], Reszty cyste­
iny często biorą udział w tw orzeniu  
miejsc ak tyw nych  w  białkach, więc 
reakcja As(III) z tymi g rupam i zw y­
kle pow oduje zaham ow anie  ak tyw ­
ności biologicznej tych białek [2]. U 
ssaków  głów nym  efektem ostrego 

zatrucia As(III) jest zm niejszenie produkcji koenzym u-A  oraz zaham ow a­
nie cyklu Krebsa i m etabolizm u p irogronianu. Konsekwencją zatrucia jest 
w yczerpanie  w szystkich w ew nątrzkom órkow ych  zapasów  w ęglow odanów  
poprzez  stym ulację glikolizy i zaham ow anie pobierania glukozy [7], Innym  
toksycznym  działaniem  As(III) jest indukow anie  pow staw an ia  reaktyw nych 
form tlenu (np. rodniki tlenowe, rodniki hydroksylow e), które m ogą p rzy ­
czyniać się do uszkodzeń  DNA, a co za tym idzie, zapoczątkow ać apoptozę 
kom órki lub pow stan ie  kom órki now otw orow ej [8],

Rycina 1. Form y nieorganicznego arsenu  w ystępu ­
jące w  przyrodzie: a) kw as arsenowy(III) w  postaci 
As20 3, b) kw as arsenowy(III) w  postaci As(OH)3, c) 
kw as arsenowy(V) w  postaci okysanionu [1].
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Szkodliwe działanie arsenianu As(V) jest związane z 
jego chemicznym podobieństwem do jonu fosforanowego
[9], Jony As(V) mogą być rozpoznawane przez transporte­
ry oraz enzymy jako jony fosforanowe. W związku z tym 
As(V) może zastępować fosforan w  wielu procesach meta­
bolicznych. Najczęściej arsenian jest substratem dla dehy­
drogenazy pirogronianowej, co w konsekwencji prowadzi 
do zablokowania oddychania komórkowego [10]. Arsenian 
zakłóca także fosforylację oksydacyjną poprzez formowanie 
niestabilnych estrów arsenianowych w miejsce ATP oraz 
stymuluje oddychanie mitochondrialne, co przyczynia się 
do wyczerpania ATP w komórce [7],

Powszechność występowania arsenu w środowisku spo­
wodowała wykształcenie się mechanizmów oporności po­
zwalających na przetrwanie w obecności tego bardzo tok­
sycznego pierwiastka. Mechanizmy oporności zostały zna­
lezione zarówno u bakterii jak i pierwotniaków, grzybów, 
roślin i zwierząt [1,2].

Jony arseninowe As(III) są u wszystkich organizmów 
transportow ane do komórki przez akwagliceroporyny, 
będące kanałami, których fizjologiczną funkcją jest import 
neutralnych organicznych roztworów np. glicerolu, mocz­
nika [1,4,11], U drożdży i ssaków zidentyfikowano tak­
że inną drogę transportu. Przy braku glukozy, permeazy 
heksozowe mogą uczestniczyć w pobieraniu jonów As(III) 
[12,13]. Jony arsenianowe As(V), ze względu na swoje po­
dobieństwo do jonów fosforanowych, są pobierane do ko­
mórki za pomocą transporterów fosforanowych [1,4,9].

Podstaw ow ym  mechanizmem oporności, występującym 
zarówno u Prokaryota jak i Eukaryota, jest aktywne usuwanie 
arsenu z komórki [1,2,4,14], Jony As(III) mogą być bezpo­
średnio po wniknięciu do komórki usuw ane przez specy­
ficzne dla niego transportery. W komórkach drożdży jony 
As(III) mogą być także magazynowane w wakuoli w po­
staci kompleksów z glutationem. Nie znaleziono natomiast 
transporterów odpowiedzialnych za w ypływ As(V). Usu­
wanie go z komórki następuje dopiero po enzymatycznej 
redukcji do As(III). Wykształcenie reduktaz arsenianowych 
było więc istotnym krokiem w ewolucji mechanizmów 
oporności na arsen. Brak transporterów dla As(V) wynika 
najprawdopodobniej z faktu, iż pierwsze mechanizmy opor­
ności na arsen wykształciły się w  atmosferze beztlenowej, a 
więc o charakterze redukującym. W tym okresie dom inu­
jącą formą arsenu występującą w środowisku był arsenin, 
więc tworzące się mechanizmy były specyficzne właśnie dla 
formy arsenu na trzecim stopniu utlenienia. Kiedy stężenie 
tlenu w atmosferze stawało się coraz wyższe, obecny w sko­
rupie ziemskiej As(III) został w dużym  stopniu utleniony 
do formy As(V). Wymusiło to na organizmach wykształce­
nie mechanizmów pozwalających na przeżycie w obecności 
pięciowartościowego arsenu. Dlaczego jednak w toku ewo­
lucji nie wykształciły się transportery białkowe usuwające 
tę formę arsenu z komórki? Najprawdopodobniej łatwiejszą 
i szybszą drogą było wykształcenie reduktazy redukującej 
As(V) do As(III) i wykorzystanie istniejącego mechanizmu 
usuwania arseninu [1], Wskazują na to doświadczenia po­
legające na konstrukcji m utantów  reduktaz arsenianowych, 
które zaczynały wykazywać aktywność fosfatazy, tracąc

jednak aktywność reduktazy. Ta łatwość konwersji jedne­
go enzym u w drugi sugeruje, iż reduktaza As(V) najpraw ­
dopodobniej wyewoluowała właśnie z fosfataz [14]. As(V) 
może ulegać także nieenzymatycznej redukcji do As(III), 
jednak zjawisko to jest zbyt powolne, aby mieć fizjologiczne 
znaczenie [15].

Istotną drogą metabolizowania nieorganicznego arse­
nu jest także metylacja jego związków. Reakcja taka może 
zachodzić zarów no u bakterii, jak i u zwierząt [16-18]. W 
biometylacji arsenu biorą udział reduktaza As(V) [19] i 
As(III)-metylotransferaza [20]. Metylowane związki arse­
nu pięciowartościowego, kwas metyloarsenowy(V) (MAsv) 
i kwas dimetyloarsenowy(V) (DMAsv), wykazują mniej­
szą toksyczność aniżeli nieorganiczna forma arsenu As(V)
[16,17], Inaczej jednak jest w  przypadku As(III), którego 
m etylowane związki: kwas metyloarsenowy(III) (MAs111) 
oraz kwas dimetyloarsenowy(III) (DMAs111) są in vivo bar­
dziej toksyczne niż forma nieorganiczna As(III), co za tym  
idzie biometylacja arsenu nie zawsze może zostać nazw ana 
detoksykacją [16].

AKWAGLICEROPORYNY -  WROTA 
WNIKANIA JONÓW ARSENINOWYCH DO 
KOMÓREK WSZYSTKICH ORGANIZMÓW

Akwaporyny są rodziną małych (24-30 kDa) integral­
nych białek błonowych, której inną nazwą jest rodzina MIP 
(ang. major intrinsic protein). Akwaporyny są specyficznymi 
białkami tworzącymi pory przepuszczalne dla wody, jed­
nakże nieprzepuszczalne dla protonów. Homologi akwa- 
poryn zostały zidentyfikowane praktycznie u wszystkich 
badanych organizm ów od Archea do ssaków. Wyjątkową 
grupą należącą do białek MIP są akwagliceroporyny. Białka 
te, poza przepuszczalnością wody, pozwalają na transport 
niektórych, obojętnych cząsteczek, które są w niej rozpusz­
czone. Najczęściej jest to glicerol, jednak możliwy jest także 
transport am oniaku czy dw utlenku węgla. Uważa się, iż 
wszystkie akw aporyny tworzą homotetramery, w których 
każdy (samodzielnie także funkcjonalny) m onomer tworzy 
jeden kanał. Każde monomeryczne białko składa się sześciu 
transbłonowych helis (I—VI) połączonych pięcioma pętlami 
(A-E) (Ryc. 2). Fragment N-końcowy białka związany jest 
z funkcjami takimi jak: lokalizacja w błonie i formowanie 
poru, natomiast fragment C-końcowy determinuje specy-

Rycina 2. Schemat budow y akw aporyny. W jej skład w chodzi sześć dom en  trans­
b łonow ych (I-VI) połączonych pięcioma pętlam i (A-E). Pętle B i E, zawierające 
zachow ane w  ewolucji m otyw y reszt am inokw asow ych N P A, tw orzą krótkie o d ­
cinki w  postaci helis częściowo wpuklające się w  błonę [na podstaw ie  22].

Postępy Biochemii 56 (4) 2010 401
http://rcin.org.pl



ficzność substratową (głównie VI domena transbłonowa). 
W każdej podjednostce znajdują się dw a tandem owe po­
w tórzenia, odwrócone względem  siebie o 180°. W pętlach 
B oraz E znajduje się zachowany w ewolucji motyw NPA 
(reszty: asparaginy — proliny — alaniny), dzięki któremu 
przepuszczalne dla w ody pory są nieprzepuszczalne dla 
protonów . W sekwencjach niektórych organizmów, jedna z 
reszt am inokwasowych m otyw u NPA może być zamienio­
na na inny, nie zmienia to jednak funkcji białka [21].

BAKTERYJNE AKWAGLICEROPORYNY 
TRANSPORTUJĄCE ARSEN

U bakterii Escherichia coli za transport jonów As(III) do 
komórki odpowiedzialne jest należące do akwagliceropo- 
ryn  białko GlpF [1]. Glicerol jest u tej bakterii transporto­
w any najpierw przez błonę zewnętrzną za pomocą niewy- 
biórczych poryn, a następnie przez błonę w ewnętrzną za 
pomocą akwagliceroporyny GlpF. Można wnioskować, iż 
jony arseninowe korzystają z tej samej drogi. Białko GlpF, 
jak każda akwagliceroporyna występuje w błonie w  postaci 
hom otetram erów, tworzy por długości 28 A, posiada zacho­
w any w ewolucji, występujący u wszystkich akwaglicero- 
poryn, m otyw  Asn-Pro-Ala (NPA) [22]

U bakterii Sinorhizobium meliloti wykazano obecność genu 
AcjpS, wchodzącego w  skład operonu ars (kodującego białka 
systemu detoksykacji arsenowej), kodującego domniemaną 
akwagliceroporynę. Przypuszcza się, iż białko to umożliwia 
usuw anie jonów arseninowych powstałych z redukcji po ­
branego wcześniej arsenu pięciowartościowego. Zjawisko 
to w ystępuje tylko przy wyższych wewnątrzkomórkowych, 
niż zewnątrzkom órkowych stężeniach trójwartościowego 
arsenu. Sugeruje to, że transport As(III) przez AqpS zacho­
dzi tylko zgodnie z gradientem stężeń, co z kolei implikuje 
możliwość transportu dwukierunkowego. Należy zatem 
wnioskować, że w  wysokich stężeniach arseninu w środo­
wisku, akwagliceroporyna AqpS może brać udział w jego 
transporcie przez błonę komórkową do w nętrza komórki. 
Specyficzność tego kanału jest nadal badana, gdyż pomimo 
jego podobieństwa do akwagliceroporyny GlpF u E. coli 
oraz akwagliceroporyn eukariotycznych, w  jego strukturze 
brak jest dwóch zewnątrzkomórkowych dom en odpow ie­
dzialnych za wiązanie glicerolu [23],

AKWAGLICEROPORYNY DROŻDŻY

Za pobieranie jonów As(III) przez komórki drożdży od ­
pow iada białko Fpslp , należące do rodziny MIP i będące 
d rożdżow ym  homologiem bakteryjnej akwagliceroporyny 
GlpF [11], Fizjologiczną funkcją tego białka jest utrzym yw a­
nie odpowiedniego wewnątrzkom órkowego stężenia gli­
cerolu (poprzez umożliwianie jego wypływ u z komórki), a 
jego aktywność transportowa jest regulowana przez zmiany 
ciśnienia osmotycznego [7].

Istnieje najprawdopodobniej mechanizm ograniczający 
transport metaloidów do komórki za pomocą transportera 
Fpslp . Obecność w  środowisku jonów arseninowych pow o­
duje znaczne zmniejszenie aktywności tego białka. Za ten 
mechanizm regulacji odpowiedzialna jest kinaza H oglp. 
Kinaza ta należy do grupy kinaz MAP (ang. mitogen activa-

ted protein). W odpowiedzi na obecność arseninu, jest ona 
aktywowana przez fosforylację, katalizowaną przez kina­
zy Ssk lp  i Pbs2p. Aktywna kinaza H o g lp  może regulować 
intensywność transportu przez F pslp  poprzez fosforylację 
tego białka [24].

Drugą akwagliceroporyną praw dopodobnie występują­
cą w  komórkach drożdży S. cerevisiae, która mogłaby być 
potencjalnym transporterem  dla jonów arseninowych jest 
Yfl054p. Funkcja tego białka pozostaje nieznana, a komórki 
z delecją genu YFL054 nie wykazywały zwiększonej opor­
ności na arsen, co sugeruje brak zaangażowania tego białka 
w transport jonów arseninowych [7,25],

AKWAGLICEROPORYNY ZIDENTYFIKOWANE 
W KOMÓRKACH PIERWOTNIAKÓW

U pasożytniczych pierwotniaków zostały zidentyfikowa­
ne geny prawdopodobnie kodujące akwagliceroporyny. Są 
to geny TgAQP u Toxopolasma gondii oraz PfAQP u Plasmo­
dium falciparum, a także LtAQPl u Leishmania terentolae oraz 
LmAQPl u Leishmania major. Białka kodowane przez te geny 
wykazują wysokie podobieństwo do akwagliceroporyn in­
nych eukariontów. Przypuszcza się, że katalizują transport 
jonów arseninowych do komórki. Kwestia identyfikacji me­
chanizmów transportu u pierwotniaków pasożytniczych 
jest istotna ze względu na stosowanie leków zawierających 
arsen lub antymon (także transportowany przez białka trans­
portujące arsenin) w terapii chorób powodowanych przez 
pierwotniaki. Wykazano, iż w  trakcie leczenia pojawia się 
zjawisko oporności zmniejszające jego skuteczność. Zmiany 
te mogą być związane z ograniczaniem ekspresji genów ko­
dujących akwagliceroporyny, a tym samym zmniejszaniem 
ilości arsenu dostającego się do komórek. [26-28]

AKWAGLICEROPORYNY WYSTĘPUJĄCE 
W KOMÓRKACH SSAKÓW I CZŁOWIEKA

Jony arseninow e, tak jak w przypadku  innych organi­
zm ów, są u ssaków transportow ane do w nętrza kom órek 
przez akw agliceroporyny [1] (Ryc. 3). W ykorzystanie tej 
drogi sugerują w yniki badań  dow odzących, iż niektóre 
akw agliceroporyny ssaków biorą udział w akumulacji

Tabela 1. W ystępow anie akw agliceroporyn AQP3, 7, 9 ,10, które m ogą uczestni­
czyć w  transporcie arseninu w tkankach ssaków [na podstaw ie  24],

AQP3 AQP7 AQP9 AQP10

M ózg + - - -

Oczy + - - -

Ślinianki + - - -  1
Tchawica + + -

Płuca - - - -  |

Serce + + - -

W ątroba + - + -  1
Trzustka - - - -

Śledziona + - + -

Przew ód pokarm ow y + + - +

Nerki + + - -

Jądra - ++ + -

Jajniki + + + -  ]

Mięśnie prążkow ane - - - -

Leukocyty - - +

Erytrocyty + - -

(+ + /+  obecność, -  brak)
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Rycina 3. Schemat kom órki ssaków przedstawiający m echanizm y w nikania 
związków arsenu oraz jego detoksykacji. A rsenin w nika do kom órki dzięki obec­
ności akw agliceroporyn (AQP7/9), a w p rzypadku  braku glukozy także dzięki 
działaniu perm eaz heksozowych (G lu tl/4 ). Arsenian w nika najp raw dopodob ­
niej dzięki obecności transporterów  dla fosforanów, po czym  jest redukow any 
do  arseninu. As(III) jest usuw any z kom órki przez transporter M rp2 lub może 
zostać poddany  metylacji i następnie p rze transportow any do środow iska przez 
A Q P7/9  i / lu b  G lu tl /4 .

jonów trójw artościow ych metali [29] (Tab. 1). Akwaglice- 
roporyny AQP9 oraz w  m niejszym  stopniu  AQP7, trans ­
portują arsen najpraw dopodobniej w postaci As(OH)3[l], 
Mogą też uczestniczyć w transporcie kw asu m etyloarse- 
nowego(III), a białko AQP9 przep row adza  translokację 
MAs"1 w w iększym  naw et stopniu , niż nieorganicznego 
arseninu [30], Dla akw aporyny  AQP9 w yniki te zostały 
ostatnio po tw ierdzone w badaniach  p rzeprow adzonych  
na m odelu  m ysim  [31].

Znajomość białek odpowiadających za ten mechanizm 
może mieć duże znaczenie w ochronie zdrowia człowieka. 
Bezwodnik kwasu arsenowego(III) (Trisenox®) jest chemiote- 
rapeutykiem używanym w leczeniu ostrej białaczki promielo- 
cytowej [32], a skuteczność terapii może być u poszczególnych 
pacjentów inna właśnie z powodu różnic w  stopniu ekspresji 
genów AQP7 i AQP9 [1], Zmienność stopnia ekspresji tych ge­
nów może być także wynikiem indywidualine zróżnicowanej 
oporności na arsen u ludzi żyjących na terenach, na których 
woda pitna jest w znacznym stopniu skażona związkami ar­
senu (Indie, Bangladesz) [33]. Badania opornej na arsen linii 
komórek, w  której ekspresja genu AQP3 była znacząco zmniej­
szona, sugerują, iż akwagliceroporyna AQP3 także może brać 
udział w akumulacji arseninu do komórek zwierząt [34],

Białka AQP3, AQP7 oraz AQP9 są trzema z trzynastu 
występujących u ludzi akw aporyn/akw agliceroporyn. 
Akwaporyny AQP0, 1, 2, 4, 5, 6, 8 umożliwiają przepływ 
wyłącznie wody, natomiast AQP3, 7, 9, 10 są akwaglicero- 
porynami. Trzecią, najpóźniej odkrytą, grupą akw aporyn 
człowieka są superakw aporyny — AQP11 i AQP12. Ich 
funkcja nie została jak do tej pory poznana [35]. Ostatnie 
badania prow adzone na danio pręgow anym  Danio rerio,

potwierdzają udział homologów akwagliceroporyn: AQP3, 
AQP9 oraz AQP10 w pobieraniu jonów arseninowych [36],

AKWAGLICEROPORYNY ROŚLIN

Akwagliceroporyny roślin sklasyfikowane zostały w 
cztery rodziny: PIP (ang. plasma membrane intrinsic proteins), 
TIP (ang. tonoplast intrinsic proteins), SIP (ang. small basic in­
trinsic proteins) oraz NIP (ang. nodulin26-like intrinsic prote­
ins). Wydaje się, że u roślin arsen trójwartościowy pobiera­
ny jest przez komórki wyłącznie za pomocą transporterów  
należących do rodziny NIP [37] (Ryc. 4).

Badania sugerują, że akwagliceroporyna AtNIP7;l bierze 
udział w transporcie jonów arseninowych u Arabidopsis tha- 
liana. Zaburzenie funkcji białka AtNIP7;l powoduje w zrost 
tolerancji na As(III) oraz zwiększenie całkowitej ilości za­
kum ulow anego arsenu. Heterologiczna ekspresja genu At- 
NIP7;1 w komórkach drożdży powoduje zwiększenie w raż­
liwości na As(III). Równocześnie w szczepie drożdży — m u­
tancie delecyjnym genu ACR3 (acr3A) z w prow adzonym  
genem AtNlP7;l obserwowano wzrost oporności na As(V), 
co sugeruje możliwość w ystępowania dw ukierunkow ego 
transportu arseninu tym kanałem [38].

Inne badania wykorzystujące heterologiczną ekspresję 
obcych genów w komórkach drożdży, wykazały udział ko­
lejnych białek NIP w pobieraniu arseninu u roślin. Jak się 
okazało, białka AtNIP5;l oraz AtNIP6 z Arabidopsis thaliana, 
OsNIP2;l i OsNIP3;2 z Oryza sativa, LjNIP5;l i LjNIP6;l z 
Lotus japonicus są dwukierunkowym i kanałami dla As(III). 
Białka AtNIP7;l oraz OsNIP2;2 wykazywały transport arse­
ninu tylko do komórki [39],

Kamiya i wsp. stosując heterologiczną ekspresję genów 
Arabidopsis thaliana w oocytach Xenopus leavis, sugerują

As(in) As(V)

Rycina 4. Schemat kom órki roślinnej na p rzykładzie Arabidopsis thaliana p rzedsta ­
wiający m echanizm y w nikania zw iązków  arsenu oraz jego detoksykaq'i. A rsenin 
pobierany jest dzięki obecności akw agliceroporyn np. AtNIP7, natom iast arse­
n ian  dzięki działaniu transporterów  dla fosforanów (PHT1) po  czym  następuje 
jego redukcja do  arseninu przez niezidentyfikow aną dotąd  reduktazę. U w aża 
się, że większość zaw iązków  arsenu odkładana jest w  w akuoli jako kom pleksy 
z glutationem  [58].
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także udział białek A tN IPl;l oraz AtNIPl;2 w pobieraniu 
jonów arseninowych [40], wynik ten jest jednak sprzeczny 
z wynikam i wcześniejszych badań [39], Powyższe badania 
wskazują, iż wszystkie akwagliceroporyny z rodziny NIP 
mogą brać udział w  transporcie As(III), jednak wydajność 
tego procesu zależy głównie od izoformy białka i stopnia 
jego syntezy, na który silny wpływ ma rodzaj tkanki, w któ­
rej dany transporter powstaje [37],

As(III) jest głów ną form ą w jakiej arsen  jest akum ulo- 
w any  przez  organy roślinne. U większości roślin tylko 
n iew ielka ilość arseninu jest transportow ana z korzenia 
do pędu , jednakże u roślin nazyw anych  hiperakum ula- 
to ram i (np. Holcus lanatus, Cytisus striatus) ilość ta sięga 
60-80%. Podejrzew a się, że transport jonów arsenino ­
w ych m iędzy korzeniem  a kom órkam i pędu  odbyw a się 
przez  akw agliceroporyny [41]. Poznanie tego m echani­
zm u jest niezw ykle w ażne w kontekście skonstruow ania 
o rgan izm u roślinnego, który m ógłby być zastosow any w 
procesie bioremediacji.

PERMEAZY HEKSOZOWE -  ALTERNATYWNA 
DROGA WNIKANIA AS(III) DO 
KOMÓREK DROŻDŻY I SSAKÓW

Oprócz akwagliceroporyn, również permeazy heksozo- 
we pośredniczą w transporcie trójwartościowego arsenu. 
M echanizm ten wykryto jednak tylko u drożdży oraz ssa­
ków [12]. Zdolność permeaz heksozowych do transporto­
w ania arseninu wynika najprawdopodobniej z faktu, że 
produktem  spontanicznej polimeryzacji trzech cząsteczek 
As(OH)3 jest związek o budowie pierścieniowej, podobnej 
do struktury  heksozy (Ryc. 5 i 6) [12].

PERMEAZY HEKSOZOWE DROŻDŻY

Wyniki badań wskazują, że brak glukozy w podłożu 
skutkuje transportem  arseninu do komórek drożdży za po­
mocą perm eaz heksozowych (Ryc. 7). Większość spośród

18 zidentyfikowanych u drożdży transporterów heksoz 
(HXTlp-HXT17p oraz Gal2p) bierze udział w pobieraniu 
arsenu trójwartościowego [42], W obecności glukozy w pod ­
łożu większość arseninu pobierana jest przez kanały Fpslp , 
jednakże w nieobecności glukozy około 75% arseninu w ni­
ka do komórki drogą transporterów heksozowych [4]. Ba­
dano także stopień akumulacji arseninu w komórkach m u­
tanta z uszkodzonym  genem ACR3, kodującym pom pę dla 
As(III). Delecja genu FPS1 kodującego akwagliceroporynę 
F pslp  spowodowała spadek akumulacji arseninu o około 
25%. Natomiast obecność w podłożu glukozy, która kom- 
petycyjnie hamuje pobieranie jonów arseninowych przez 
permeazy heksozowe, spowodowała aż 80% zmniejszenie 
akumulacji.

TRANSPORTERY HEKSOZ WYSTĘPUJĄCE 
W KOMÓRKACH SSAKÓW

Występujący w  komórkach ssaków transporter glukozy 
GLUT1 (Ryc. 3) może katalizować transport kwasu arseno- 
wego(III) oraz jego metylowanej pochodnej, kwasu metylo- 
arsenowego(III), do komórki. Badania aktywności tego biał­
ka prow adzone były z wykorzystaniem heterologicznej eks­
presji w drożdżach oraz żabich oocytach. Obecność kwasu 
metyloarsenowego(III) nie hamuje w  sposób kompetycyjny 
transportu glukozy, co sugeruje istnienie pewnych różnic w 
mechanizmie pobierania heksoz i związków arsenu przez 
GLUT1. Transporter ten katalizuje także transport kwasu 
arsenowego(III) oraz kwasu metyloarsenowego(lll) zarów ­
no w oocytach człowieka, jak i szczura. Z badań tych w yni­
ka, iż transporter GLUT1 może być jedną z głównych dróg 
pobierania zarówno nieorganicznych, jak i zmetylowanych 
związków arsenu przez erytrocyty i komórki nabłonkowe 
naczyń krwionośnych, przyczyniając się do n iepraw idło­
wości w układzie krążenia oraz neurotoksyczności zw iąza­
nych z obecnością arsenu [13].

Rycina 5. Spontaniczna polimeryzacja trzech cząsteczek As(OH)3 p raw dopodob ­
nie p row adzi do  pow stania form y pierścieniowej.

Rycina 6. Podobieństw o strukturalne formy pierścieniowej tworzonej przez ar­
sen trójwartościow y oraz pierścienia D-glukopiranozy, p raw dopodobnie  um ożli­
w ia transport As(III) perm eazam i heksozowymi.

Rycina 7. Schemat kom órki drożdży piekarniczych Saccharomyces cerevisiae 
przedstaw iający m echanizm y wnikania zw iązków  arsenu oraz jego detoksykacji. 
A rsenin pobierany jest do kom órki głównie dzięki obecności akw agliceroporyny 
F psl natom iast w  sytuacji braku glukozy w  środow isku także dzięki działaniu 
perm eaz heksozow ych (Hxt). A rsenian w nika natom iast dzięki działaniu trans­
porterów  fosforanowych (Pho84, 87, 88). W komórce reduk taza Acr2 redukuje 
arsenian do arseninu, który usuw any  jest do środow iska głównie p rzez transpor­
ter Acr3 lub odkładany jest w  w akuoli jako kom pleks z g lu tationem  przy  udziale 
transportera  Ycfl.
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W ostatnich badaniach wykazano także, iż transportery 
GLUT4 szczura oraz człowieka mogą katalizować pobie­
ranie arseninu oraz kwasu monometyloarsenowego(III)
[13]. Jako, że ani akwagliceroporyna AQP9, ani transporter 
GLUT1 nie zostały wykryte m etodą Western-Blot w kar- 
diomiocytach dorosłych organizmów, pobieranie nieorga­
nicznego oraz metylowanego As(III) przez komórki serca 
najprawdopodobniej katalizuje transporter GLUT4. Może 
to być przyczyną chorób serca wynikających z zatrucia ar­
senem [43],

OKSYANIONY ARSENU PIĘCIOWARTOŚCIOWEGO 
-  ANALOGI JONÓW FOSFORANOWYCH

BAKTERYJNE TRANSPORTERY FOSFORANÓW

U bakterii E. coli występują dw a główne systemy trans­
portu jonów fosforanowych (Ryc. 8). Pierwszy z nich, ope- 
ron Pst, jest częścią regulonu Pho. Podlega indukcji bardzo 
niskim stężeniem fosforu nieorganicznego (Pi). System ten, 
złożony z kompleksu ABC tworzonego przez białka PstA, 
PstB, PstC i PhoS, wykazuje wysokie powinowactwo do 
jonów fosforanowych [44], Drugi z systemów — Pit, w y­
kazujący niskie powinowactwo do fosforanu, jest główną 
drogą pobierania Pi, kiedy jego stężenie w  środowisku jest 
wysokie. Do niedawna uznawano, iż jest on konstytutywnie 
ekspresjonowany [45], jednakże najnowsze badania wska­
zują, że jego ekspresja jest modyfikowana przez zmiany stę­
żenia jonów fosforanowych oraz cynkowych (które także są 
pobierane przy pomocy tego transportera) [46], Początko­
wo przypuszczano, że transport jonów arsenianowych do 
komórki może być w komórkach tej bakterii katalizowany 
przez oba rodzaje transporterów fosforanowych — Pit i Pst. 
Uważano także, że transporter Pit w większym stopniu niż 
Pst odpow iada za transport As(V) [3]. Ostatnie jednak ba-

As( I I I )

Rycina 8. Schemat kom órki bakterii E. coli przedstawiający m echanizm y w nika­
nia arsenu oraz jego detoksykacji. A rsenin jest transportow any do kom órki dzięki 
działaniu akw agliceroporyny GlpF. Arsenian natom iast dostaje się do komórki 
dzięki obecności transportera dla jonów fosforanowych (kompleks PhoS, PstC, 
PstB), a następnie jest redukow any do arseninu przez reduktazę arsenianow ą 
ArsC. Arsenin jest następnie usuw any z w nętrza  kom órki dzięki działaniu trans­
portera ArsB (wykorzystującego siłę protom otoryczną) lub poprzez kom pleks 
A rsB / Ars A (czerpiący energię z hydrolizy ATP).

dania wskazują, że to właśnie system Pst, jest w  większym 
stopniu zaangażow any w pobieranie arsenianu [47],

TRANSPORTERY JONÓW FOSFORANOWYCH DROŻDŻY

Komórki drożdży S. cereoisiae posiadają co najmniej pięć 
transporterów  katalizujących pobieranie jonów fosfora­
nowych (Ryc. 7). I tak są to: Pho84p i Pho89p o wysokim 
powinowactwie do Pi [48], oraz Pho87p, Pho90p, Pho91p 
o niskim powinowactwie [49], Ekspresja genów PH084  
oraz PH089  kodujących transportery o wysokim pow ino­
wactwie jest represjonowana, kiedy w środowisku stęże­
nie jonów fosforanowych jest wysokie [50]. Jony As(V) są 
w  komórkach drożdży najprawdopodobniej pobierane za 
pomocą transportera Pho84p. Wnioski takie wysunięto na 
podstawie wyników doświadczeń, w  których m utanty  z 
uszkodzonym  jednym  z genów: PH084, PHO86, PH087, 
PH088, kodujących białka wchodzące w skład kompleksu 
transportującego jony fosforanowe, wykazywały zwiększo­
ną tolerancję na jony arsenianowe [7,9],

TRANSPORTERY FOSFORANOWE 
ZIDENTYFIKOWANE U SSAKÓW

Przypuszcza się, że jony arsenianowe pobierane są przez 
komórki ssaków tą samą drogą jak u drożdży, za pomocą 
transporterów fosforanowych (Ryc. 3). Jednak nie zosta­
ło to dotąd udow odnione [1], Potencjalną drogą wnikania 
As(V) do komórek u człowieka mogą być zależne od sodu 
kotransportery fosforanów. W zależności od tkanki, w  któ­
rej występują, systemu regulacji oraz różnic strukturalnych 
m ożna je podzielić na trzy grupy. Do grup I oraz II należą 
transportery białkowe syntetyzowane głównie w kom ór­
kach nerek i nabłonku jelitowym. W skład grupy I w cho­
dzą białka: NaPi-1, RNaPi-1 oraz NPT-1, a ich fizjologiczna 
rola nie została dotąd wyjaśniona. Transportery grupy II: 
NaPi-2, NaPi-3, NaPi-4, NaPi-5, NaPi-6 oraz NaPi-7 pełnią 
kluczową rolę w pobieraniu jonów fosforanowych w ko­
mórkach nerek i jelita. To z kolei jest istotne dla utrzym ania 
odpowiedniego stężenia Pi w osoczu. Niedawno odkryte 
transportery Pit-1 oraz Pit-2 należą do grupy III [51]. Jak 
dotąd nie wykazano jednak udziału któregokolwiek z tych 
transporterów w  pobieraniu jonów arsenianowych u ludzi.

ROŚLINNE TRANSPORTERY FOSFORANOWE

Na podstaw ie  badań przeprow adzonych  na kłosówce 
wełnistej H okus lanatus stw ierdzono, że kom órki korzeni 
pobierają jony arsenianow e poprzez transportery  jonów  
fosforanow ych [52] (Ryc. 4). Rośliny oporne na arsen w y ­
kazują znacznie mniejszy stopień pobierania, zarów no 
jonów  arsenianow ych, jak i fosforanowych, niż rośliny o 
niskiej tolerancji na arsen [53], Inne badania  sugerują, iż 
tolerancja na arsenian u H okus lanatus w ym aga zarów no 
konsty tu tyw nej represji system u transportow ego, jak i 
zwiększonej produkcji fitochelatyn, które jak się su g e ru ­
je, także uczestniczą w detoksykacji [54], Po tw ierdzeniem  
badań  w skazujących na udział transporterów  fosforano ­
w ych w pobieraniu  jonów  arsenianow ych jest iden tyfika­
cja opornego na As(V) m utan ta  Arabidopsis thaliana p h t l ; l -  
3, posiadającego mutację w  genie kodującym  transporter 
P h tlp , k tóry  jest transporterem  o w ysokim  pow inow ac­
tw ie do jonów  fosforanowych. M utant p h tl; l-3  w y k azu ­
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Tabela 2. Podział transporterów  zaangażow anych w  pobieranie a rsenu ze w zględu  na: formę transportow anego arsenu, rodzinę transporte rów  oraz organizm , w którym  
występuje.

Postać pobieranego 
arsenu

G rupa transporterów N azw a transportera O rganizm  posiadający dany transporte r

GlpF

AqpS

L m A Q Pl

L tA Q Pl

PfAQP

TgAQP

F p sl

Escherichia coli

Sinorhizobium meliloti 

Leishmania major 

Leishmania terentolae 

Plasmodium falciparum 

Toxopolasma gondii 

Saccharomyces cerevisiae

Prokaryota

¡ S s f e k  i  i i w

arsenin As(III)

akw agliceroporyny

A tN IP l;l
A tN IP l;2
A tN IP5;l
AtNIP6
AtN IP7;l

Arabidopsis thaliana
E ukaryota

O sNIP2;l
OsNIP2;2
OsNIP3;2

Oryza sativa

LjNIP5;l
LjNIP6;l

Lotus japonicus

hAQP3
hAQP7
hAQP9

Homo sapiens

perm eazy heksozow e

H x tl-H x tl7
Gal2

Saccharomyces cerevisiae
E ukaryota

GLUT1
GLUT4

Homo sapiens

transportery  jonów  
fosforanow ych

Pit
Pst

Pho84

PHT1

Escherichia coli Prokaryota

arsenian  As(V)
Saccharomyces cerevisiae 

Arabidopsis thaliana

Eukaryota

je zm niejszone tem po pobierania As(V), co p row adzi do 
dw ukro tnego , w stosunku do osobników  dzikich, zw ięk ­
szenia ilości zakum ulow anego arsenu. N adprodukcja  
zm utow anego  białka w  roślinach typu  dzikiego p o w o ­
duje podobne  efekty. D odatkow o obecność As(V) ham uje 
o dpow iedź  na brak fosforanu w pod łożu , rów nocześnie 
aktyw ując inne geny potencjalnie zaangażow ane w  zja­
w isko tolerancji na As(V), sugerując istnienie w zajem ne­
go w p ły w u  system u oporności na As(V) oraz transpo rtu  
Pi. M utan t p h tl ; l -3  pom im o zm niejszonego pobieran ia  
As(V), rów nocześnie w ykazuje zdolność do zwiększonej 
jego akum ulacji. W yjaśnieniem  tego p aradoksu  m oże być 
obniżenie ilości As(V) w cytoplazm ie, co pozw ala na w y ­
dajniejsze funkcjonow anie system u detoksykacji, zw iąza ­
nego z redukcją As(V) do As(III) oraz jego akum ulacją 
w w akuoli [55], Inne badania  w ykazały , że m utacja w 
genie PHF1 kodującym  białko odpow iedzia lne  za p raw i­
d łow ą lokalizację transporterów  fosforanow ych w  błonie 
kom órkow ej, także pow oduje zw iększoną tolerancję na 
As(V) [56],

Dodatkow ym  czynnikiem, który może mieć w pływ  na 
efektywność pobierania arsenu w środowisku w odnym , 
jest stężenie jonów żelaza. Stwierdzono zjawisko adsorp ­
cji jonów As(V) do złóż żelazowych tworzących się na po ­
wierzchni rośliny. Zwiększone stężenie fosforanu w  w o­
dzie może powodować desorpcję As(V) ze złóż żelaza na 
powierzchni rośliny, co z kolei prow adzi do zmniejszonego 
wnikania arsenu do komórek [57].
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PODSUMOWANIE

Poznanie m echanizmów m olekularnych wnikania ar­
senu do komórek organizm ów jest istotnym  elementem 
identyfikacji zjawiska detoksykacji arsenu. Jak na razie sys­
temy pobierania oraz detoksykacji arsenu zostały poznane 
w  znacznym stopniu na przykładzie prostych organizm ów 
jednokomórkowych, takich jak bakteria E. coli czy drożdże
S. cerevisiae. U wyższych organizm ów  eukariotycznych 
wciąż identyfikowane są nowe elementy takich systemów 
(Tab. 2). Poznanie mechanizm ów oporności może przyczy­
nić się m. in. do zwiększenia skuteczności terapii stosowa­
nych w parazytozach, a także nowotworach, takich jak ostra 
białaczka promielocytowa. Istotną może być także umiejęt­
ność modyfikacji stopnia ekspresji genów kodujących trans­
portery u roślin, a co za tym  idzie zm iana ilości akum ulowa- 
nego przez nie arsenu — znaczne zwiększenie akumulacji 
w  przypadku roślin stosowanych w  fitoremediacji terenów 
zanieczyszczonych arsenem lub ograniczenie akumulacji 
w  roślinach upraw nych rosnących na terenach skażonych 
związkami arsenu.
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ABSTRACT
Mechanisms of arsenic uptake and detoxification are present in all studied organisms. These mechanisms are considerably well described 
in unicellular organisms such as bacterium Escherichia coli and baker's yeast Saccharomyces cerevisiae, still leaving much to be revealed in 
multicellular organisms. Full identification of arsenic uptake and detoxification is of great importance. This knowledge can be very helpful 
in improving effectiveness of arsenic-containing drugs used in chemotherapy of parasitoses as w ell as in treatment of acute promielyocytic 
leukemia. Increased proficiency of bioremediation of arsenic-contaminated soils can be obtained by using plants hyperaccumulating arsenic. 
This kind of plants can be engineered by modulating expression levels of genes encoding arsenic transporters. The same technique may be 
used to decrease levels of accumulated arsenic in crops. The aim of this paper is to review current knowledge about systems of arsenic uptake 
in every studied organism — from bacteria to human.
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Roślinne cyklazy nukleotydów purynowych

STRESZCZENIE

Cykliczne n u k leo ty d y  (cAMP i cGM P) na leżą do g rupy  w tórnych  p rzek aźn ik ó w  in fo r­
m acji, k tó re  k o n tro lu ją  szereg  procesów  zachodzących zarów no w  kom órkach  orga­

n izm ów  prokaryotycznych, jak  i eukario tycznych . Za ich tw orzen ie  o d p o w ied zia ln e  są 
cyklazy nuk leo ty d ó w  purynow ych: cyklazy ad en y lanow a i guanylanow a, k tóre  w ystępu ją  
w  cytosolu lub  są b ia łk am i zw iązanym i z b łoną  kom órkow ą. Poza różnicam i w  lo k a li­
zacji kom órkow ej rozb ieżności dotyczą b u dow y oraz sp o so b u  regulacji ich ak tyw ności. 
Jednakże  w szystk ie  cyklazy zaw ierają  reszty  am inokw asow e o d p o w ied zia ln e  za w iązan ie  
su b stra tu , w iązan ie  jonów  m etali i stab ilizac ję  p rzep row adzanej reakcji, co w aru n k u je  ich 
specyficzność. Sam o is tn ien ie  cyklicznych n u k leo ty d ó w  u roślin  n ie  b u d z i już  w ą tp liw o ­
ści. W iadom o, że działając jako w tórne  p rzek aźn ik i b io rą  one u d z ia ł w  szeregu reakcji 
(pato)fizjologicznych. Jednakże  dop iero  od n ied aw n a  po jaw ia ją  się b ezp o śred n ie  dow ody 
na obecność w  kom órkach  ro ślinnych  cyklaz adeny lanow ych  i guany lanow ych  o u n ik a l­
nej s tru k tu rze . W  prezen tow anej pracy po d su m o w an o  dane dotyczące cyklaz p rokario - 
tycznych oraz grzybów  i zw ierząt. P rzedstaw iono  także now e w yn ik i, k tó re  jed n o znaczn ie  
w skazu ją  na is tn ien ie  tej g rupy  enzym ów  w kom órkach  roślinnych .

WPROWADZENIE

Zróżnicow anie sygnałów  odbieranych przez w yspecjalizow ane receptory 
kom órkow e w ym usiło  pow stanie układów , które są w stanie przetłum aczyć 
te różnorodne sygnały na bodźce regulujące w zrost, różnicow anie lub p o b u ­
dliwość komórki. Istotną rolę w tych szlakach odgryw ają cykliczne nuk leo ty ­
dy będące przedstaw icielam i grupy  w tórnych przekaźników  informacji. Za 
ich pośrednictw em  dochodzi do p rzekazyw ania sygnałów  zew nątrzkom ór- 
kow ych do w nętrza  komórki, jak rów nież do w ielu oddzia ływ ań  w obrębie 
samej komórki. Prace, które zostały rozpoczęte ponad  50 lat tem u odkryciem  
cAMP i cGMP w tkankach ssaków trwają po dzień  dzisiejszy, a dotyczą one 
analizy przem ian jakim podlegają cykliczne nukleo tydy  oraz sprecyzow ania 
ich roli w kom órkach, tkankach i narządach  organizm ów  żyw ych rep rezen ­
tujących niemal w szystkie szczeble rozw oju filogenetycznego.

Chociaż początkowe wątpliwości i niepewności odnośnie roli cyklicznych 
nukleotydów w sygnalizacji komórkowej u roślin zostały już wyjaśnione, ciągle 
istnieje wiele pytań, które pozostają bez odpowiedzi. Szczególne kontrowersje 
budzą cyklazy — enzymy odpowiedzialne za syntezę cyklicznych nukleoty­
dów. Niniejsza praca jest próbą podsum ow ania dostępnych informacji dotyczą­
cych roślinnych cyklaz nukleotydów purynowych.

W obecnej chwili najwięcej informacji posiadam y o budow ie, m echani­
zm ach działania i roli cyklaz z kom órek zw ierząt. To z tym i danym i po rów ­
nyw ane są w szystkie w yniki uzysk iw ane z innego m ateriału  badaw czego. 
Aby w pełni zrozum ieć rolę cyklaz nuk leo tydów  purynow ych  jako kluczo­
w ych elem entów  w przekazyw aniu  sygnałów  w kom órkach roślinnych, w ie­
dza dotycząca cyklaz zw ierząt, g rzybów  i o rganizm ów  prokario tycznych jest 
niezbędna.

Cykliczne nukleotydy (cNMP) są p rodukow ane  przez cyklazy, a ich in- 
aktywacja zachodzi przy w spółudziale  fosfodiesteraz. Substratam i są o d ­
pow iednio  ATP, dla cyklazy adenylanow ej (synonimy: cyklaza adenylow a; 
adenylocyklaza) oraz GTP dla cyklazy guanylanow ej (synonimy: cyklaza 
guanylow a; guanylocyklaza) (Ryc. 1). A ktyw ność enzym ów  syntetyzujących 
cNM P w ykazana została zarów no pośród białek frakcji błonow ych, jak i cy- 
tosolowych, stąd przyjęty został, u trzym ujący się do dziś, podział cyklaz na 
cyklazy rozpuszczalne (cytosolowe; sGC, sAC) i n ierozpuszczalne (błonowe; 
pGC, tmAC) [1].
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Rycina 1. Synteza i inaktywacja cyklicznego AMP i cyklicznego GMP.

ORGANIZMY PROKARIOTYCZNE

O rganizm y prokariotyczne różnią się od organizm ów  
eukario tycznych liczbą i różnorodnością cyklaz nukle- 
o tydów  purynow ych. Bazując na podobieństw ie sekw en­
cji reszt am inokw asow ych i s truk tu ry  cyklazy te zostały 
p o g rupow ane  w 6 różnych klas, [2,3]. Klasy I, II, IV, V, VI 
charakteryzują  się unikalną budow ą dom en katalitycz­
nych i są spotykane jedynie u organizm ów  prokaryotycz- 
nych. Klasa I obejmuje cyklazy adenylanow e, które zo­
stały scharak teryzow ane u enterobakterii. Klasa II została 
opisana u bakterii patogennych takich jak w ąglik (Bacillus 
anthracis), krztusiec (Bordetella pertussis) i pałeczki ropy 
błękitnej (Pseudomonas aeruginosa), a enzym y z tej kasy 
są ak tyw ow ane przez kalm odulinę. Pozostałe 3 klasy są 
charakterystyczne w yłącznie dla gatunków  Aeromonas 
hydrophila i Prevotella ruminicola [4],

Klasa III jest najliczniejsza i obejmuje cyklazy spotyka ­
ne zarów no u organizm ów  prokariotycznych jak i euka ­
riotycznych. Analiza 129 genom ów  bakteryjnych pozw o­
liła zidentyfikow ać 193 geny kodujące cyklazy tej klasy. 
Powstające na ich bazie enzym y posiadają w ysoki stopień 
podobieństw a, zarów no w zględem  siebie, jak i eukary- 
otycznych cyklaz adenylanow ych i guanylanow ych. P ro ­

410

w adzone analizy wykazały, że cyklazy 
te cechuje duża różnorodność w liczbie 
i układzie dom en. W iększość z nich po ­
siada pojedynczą dom enę katalityczną, 
ale są i takie charakteryzujące się dw ie­
m a dom enam i katalitycznym i op isany ­
mi rów nież w cyklazie adenylanow ej 
ssaków [5] (Ryc. 2).

Do chwili obecnej u organizm ów  
prokariotycznych, opisano tylko jed ­
ną cyklazę guanyłanow ą (Cya2). En­
zym  z cyjanobakterii (Synechocystis sp. 
PCC6803) posiada na końcu C pojedyn ­
czą dom enę katalityczną, 4 p rzy p u sz ­
czalne dom eny transbłonow e i rejon 
zew nątrzkom órkow y z dom eną CH A ­
SE (ang. cyclases/histidine kinases associa- 
ted sensory extracellular) na końcu N. Ta 
ostatnia dom ena, odpow iedzia lna  za 
w iązanie liganda, jest charakterystycz­
na rów nież dla bakteryjnych cyklaz 
adenylanow ych i kinaz h istydynow ych 
[6]. Badanie aktyw ności tego enzym u 
in vivo wykazało, że inaktywacja Cya2 
pow odow ała  60% spadek  ilości cGMP 
w kom órkach bakterii bez w idoczne­
go spadku  ilości cAMP, co pozw oliło 
p rzyporządkow ać ten enzym  do klasy 
cyklaz guanylanow ych [7],

Przytoczone powyżej w yniki w ska­
zują na duże, struk tu ra lne  zróżnico­
w anie klasy III cyklaz, z których część 
m oże być uw ażana za formy wyjściowe 
cyklaz eukariotycznych. Przykładow o, 
enzym y bakteryjne posiadające 6 seg­
m entów  transbłonow ych poprzez ich 

duplikację m ogły dać początek cyklazom  adenylanow ym  
kręgow ców  posiadającej 12 segm entów  transbłonow ych 
[8],

ORGANIZMY EUKARIOTYCZNE

CYKLAZY NUKLEOTYDÓW PURYNOWYCH U GRZYBÓW

W yniki uzyskane z dośw iadczeń p rzeprow adzonych  
na drożdżach  (Saccharomyces cerevisiae i Candida albicans) 
pozw oliły stw ierdzić, że grzyby nie posiadają genów 
kodujących cyklazy guanylanow e, kinazy regulow ane 
cGMP czy fosfodiesterazy cyklicznych nuk leo tydów  [8], 
N atom iast w ystępuje w nich cyklaza adenylanow a, której 
obecność po tw ierdzono  u Neurospora crassa, Saccharomy­
ces cerevisiae, Podospora anserina i Ustilago maydis. Budowa 
i sposób aktywacji wskazuje na to, że różnią się one od 
ich odpow iedn ików  u ssaków. P rzykładow o enzym  CRY- 
1 z Saccharomyces cerevisiae jest rozpuszczalnym  białkiem, 
które posiada m ożliwość łączenia się z błonam i. W y­
różniono w nim  dom enę fosfatazową, dom enę asocjacji 
m ałego białka G (Ras) oraz serie odcinków  bogatych w 
pow tórzenia  leucynowe. O statnie dw ie dom eny uczest­
niczą w w iązaniu  białka Ras, n iezbędnego do aktywacji 
cyklazy. W ykazano rów nież m ożliwość aktywacji enzy ­
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Rycina 2. Topologia cyklaz adenylanow ych (AC) i guanylanow ych (GC). (A) rozpuszczalna AC grzy­
bów  i bakterii; (B) rozpuszczalna AC ssaków  — hom odim er; (C) rozpuszczalna AC ssaków  — hetero- 
dimer; (D) rozpuszczalna GC ssaków; (E) błonow a AC ssaków; (F) błonow a AC z pierw otniaków  i or­
ganizm ów  bezkręgowych; (G) błonow a AC z organizm ów  prakaryotycznych; (H) błonow a GC ssaków 
(wg 59], zm odyfikowano).

m u przez podjednostkę a  białka G oraz białko Gpa2 (ang. 
guanine nucleotide-binding regulatory protein) [9],

CYKLAZY NUKLEOTYDÓW PURYNOWYCH ZWIERZĄT

W kom órkach zw ierząt cykliczne nukleo tydy  są k lu ­
czow ym i cząsteczkam i sygnałow ym i zaangażow anym i 
w  szeroką gam ę procesów biologicznych. Cykliczny GMP 
bierze udział w h am ow aniu  agregacji płytek krwi, ro zk u r­
czu mięśni gładkich, rozszerzaniu  naczyń krw ionośnych, 
im m unom odulacji [10,11], natom iast cAMP uczestniczy 
w regulacji ciśnienia krwi, zapobieganiu  agregacji płytek 
krwi, rozszerzaniu  oskrzeli czy w zm acnianiu  siły skurczu 
m ięśnia sercowego [12]. Nie dziw i więc fakt, że enzym y 
odpow iedzialne za syntezę tych w tórnych przekaźników  
są p rzedm iotem  intensyw nych badań  w  zakresie fizjolo­
gii, biochemii i biologii m olekularnej. Stąd też najwięcej 
informacji dotyczących cyklaz nukleo tydów  purynow ych 
pochodzi z analiz enzym ów  ssaków.

Cyklazy guanylanow e w ystępują  w dw óch głów nych 
formach: w formie rozpuszczalnej (sGC, ang. soluble gu- 
anylyl cyclase; frakcja cytosolowa) i w  form ie związanej z 
błoną (pGC, ang. particulate guanylyl cyclase; frakcja bło­
nowa). W obu przypadkach  m echanizm  syntezy cGMP 
jest identyczny, a różnice dotyczą lokalizacji kom órko­
wej, budow y enzym ów  i typów  ak tyw atorów  zaangażo ­
w anych w regulację ich aktyw ności [1].

Rozpuszczalne cyklazy zw ierząt są heterodim eram i 
zbudow anym i z dw óch łańcuchów  polipeptydow ych: 
łańcucha a  o masie cząsteczkowej 73-82 kDa oraz łańcu ­
cha p o masie cząsteczkowej 70-74 kDa. Podjednostki te 
kodow ane są przez różne geny dzięki czem u zachodzi 
możliwość zróżnicow ania ich syntezy. W w yniku  badań  
ustalono, że istnieją trzy izoform y podjednostki a: 1, 2, 3 
oraz trzy izoformy podjednostki p: 1, 2, 3. K ażdy łańcuch 
składa się z N-końcowej dom eny regulatorow ej, dom eny 
dim eryzacyjnej umożliwiającej łączenie się dw óch łańcu­
chów  oraz dom eny katalitycznej, umiejscowionej na C- 
końcu. Stw ierdzono, że poszczególne izoform y różnią się

w dość znacznym  stopniu, a w łaściw ości 
regulatorow e całego kom pleksu d e te rm i­
nuje podjednostka p. W p rzypadku  cyklaz 
pełna aktyw ność katalityczna enzym u w y ­
m aga dimeryzacji obydw u podjednostek . 
Powstaje w ten sposób centrum  katalitycz­
ne zbudow ane z 250 reszt am inokw aso ­
wych zlokalizow ane przy C-końcu. M uta ­
cje w  regionie katalitycznym  tylko jednej 
podjednostki pow odow ały  unieczynnienie 
enzym u [13]. Istnieją jednakże pojedyncze 
doniesienia wskazujące, że m onom eryczne 
białko jest w stanie przeprow adzić  reakcję 
syntezy cGMP z GTP. W kom órkach n e r­
w ow ych ćmy (Manduca sexta) zidentyfiko ­
w ano dw ie sGC (MsGC-(33 oraz MsGC-I), 
które do swojej aktyw ności nie w ym agają 
tw orzenia heterodim eru, jednakże m echa­
nizm  regulujący aktyw ność tych cyklaz nie 
został do tąd  poznany  [13,14],

Podstaw ow ym  aktyw atorem  cytosolo- 
wych cyklaz guanylanow ych jest tlenek 

azotu (NO). M echanizm  aktywacji opiera się na zm ianie 
konformacji enzym u pow odow anej rozluźnieniem  w ią ­
zania grupy  prostetycznej z łańcuchem  p w w yniku  zw ią ­
zania NO z g rupą hem ow ą dom eny regulatorow ej. D ez­
aktywacja enzym u następuje poprzez  oddysocjow anie 
NO od hem u. Innym , chociaż znacznie słabszym  ak ty w a ­
torem  sCG jest tlenek węgla. Ponadto  stw ierdzono, że w 
obecności jonów  w apnia  następuje zaham ow anie ak ty w ­
ności enzym u, co może sugerow ać, że zm iany stężenia 
cGMP i Ca2+ w kom órce oparte  są na zasadzie sprzężenia  
zw rotnego [11].

Poznane cyklazy błonow e u zw ierząt (pGC) m ożna 
podzielić na dw ie kategorie: enzym y zw iązane z błoną 
kom órkow ą (będące jednocześnie białkami efektorow y- 
mi) oraz enzym y regulow ane przez zm iany stężenia Ca2+, 
występujące w rzęskach p ierw otniaków  i w  kom órkach 
fotoreceptorow ych kręgowców. Inny podział, bazujący 
na tkankowej lokalizacji w yróżnił 7 izoform, z k tórych 
cyklazy A, B, G w ystępują w  różnych tkankach, cyklaza 
C w ystępuje w  jelitach, D w kom órkach węchow ych, n a ­
tom iast cyklazy E, F w ystępują w kom órkach siatków ki 
[11].

Cyklazy błonow e zbudow ane są z pojedynczego łań ­
cucha po lipeptydow ego o masie cząsteczkowej 110-180 
kDa. Podobnie jak w p rzypadku  sGC do pełnej ak tyw ­
ności katalitycznej n iezbędny jest proces dimeryzacji, w 
w yniku którego powstaje hom odim er. W s truk tu rze  pGC 
m ożem y w yróżnić dom enę zew nątrzkom órkow ą zloka­
lizow aną na N -końcu , składającą się z ok. 500 reszt am i­
nokw asow ych, ze specyficznie usy tuow anym i resztam i 
cysteiny (Ryc. 3). D om ena ta uczestniczy w odbieran iu  
zew nątrzkom órkow ego sygnału  dzięki w ystępow aniu  
miejsc N-glikozylacji. Kolejną dom eną jest dom ena trans- 
błonow a zbudow ana z około 25 reszt am inokw asow ych 
tw orzących struk tu rę  a-helisy, a jej podstaw ow ym  z ad a ­
niem  jest u trzym yw anie  łańcucha polipeptydow ego w 
błonie komórkowej. D om ena ta połączona jest z dom e-
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| domena katalityczna □
odcinek bogaty w powtórzenia leucynowe

| domena regulatorowa
□

domena asocjacji małego białka Ras

|  domena transmembranowa
1 kinaza histydynowa

| domena dimeryzacyjna
1

ATPaza podobna do kinazy histydynowej

^  domena kinazopodobna i
domena obecna w fitochromach z odcinkami GAF

] domena zewnątrzkomórkowa
0

region zewnątrzkomórkowy z dom eną CHASE

] dom ena fostatazowa
□

domena odpowiedzialna za regulację odpowiedzi

] region nie zidentyfikowany

Rycina 3. D om enow a budow a cyklaz adenylanow ych i guanylanow ych organi­
zm ów  prokariotycznych i eukariotycznych.

ną w ew nątrzkom órkow ą w ykazującą hom ologię do ki­
naz białkowych. Fosforylacja w ystępujących w  niej reszt 
treoniny  i seryny jest n iezbędna do aktyw ności n iektó­
rych cyklaz błonow ych np. GC-A i GC-B. Na C-końcu 
zlokalizow ane są dom eny dim eryzacyjna i katalityczna, 
k tórych sekwencja am inokw asow a jest najbardziej za ­
chow ana w ewolucji. P ierwsza z nich um ożliw ia dim ery- 
zację łańcuchów  polipeptydow ych podjednostek  hom o- 
d im eru , natom iast d ruga  odpow iada  za w iązanie GTP i 
przekształcenie go do cGMP [11,15]. Za specyfikę reakcji 
odpow iedzia lne  są reszty glicyny i argininy łączące się z 
g rupą  fosforanow ą GTP oraz reszta cysteiny rozpoznają ­
ca guaninę. Dwie reszty kw asu asparaginow ego lub g lu ­
tam inow ego odgryw ają istotną rolę w w iązaniu  jonów 
dw uw artośc iow ych  (Mn2+ lub M g2+), a reszty asparag iny  i 
lizyny stabilizują zachodzącą reakcję. Istnieje wiele czyn­
ników  i procesów  w pływ ających na w zrost aktyw ności 
cyklaz błonowych. Do najważniejszych należą ATP, jony 
w apnia , pep tydy  natriuretyczne, enterotoksyny bakteryj­
ne oraz proces fosforylacji [11],

U ssaków  cyklaza adenylanow a, podobnie  jak to ma 
miejsce w  p rzypadku  cyklazy guanylanow ej, w ystępuje 
w  2 formach: rozpuszczalnej i błonowej. Cyklaza będą ­

ca integralnym  białkiem błonow ym  (tmAC) zbudow ana 
jest z 2 dom en hydrofobow ych, z których każda posiada 
6 segm entów  transbłonow ych (M l i M2) oraz 2 dom en 
hydrofilow ych będących dom enam i katalitycznym i (Cla, 
C lb  oraz C2a, C2b). Końce am inow y i karboksylow y łań ­
cucha po lipeptydow ego są zlokalizow ane w cytoplazm ie 
(Ryc. 3). O pisano przynajm niej 9 izoform  błonowej AC, 
zidentyfikowanej poprzez klonow anie cDNA, z których 
każda podlega innej regulacji, a poziom  ekspresji zm ienia 
się zależnie od analizowanej tkanki. Regulacja ak tyw no ­
ści AC zachodzi nie tylko poprzez podjednostkę a  biał­
ka G i G., lecz także przez podjednostkę Py CZY kinazy 
C. W m iarę postępu  badań  okazało się, że 5 ze znanych 
izoform AC jest regulow anych przez jony w apnia. A k­
tyw ność trzech z nich była stym ulow ana, a dw óch ha ­
m ow ana przez ten kation [12]. Cechą charakterystyczną 
wszystkich błonow ych form AC jest m ożliwość s tym u ­
lacji ich aktyw ności poprzez  egzogenne podanie  forsko- 
liny.

O d kilku lat w centrum  zain teresow ania badaczy znaj­
dują się rozpuszczalne cyklazy adenylanow e [16-19]. Ich 
aktyw ność nie jest regulow ana przez białka G i forsklinę, 
a jedynie przez jony M n2+. Ponadto  są one w rażliw e na 
zm iany stężenia dw uw ęglanów  i C 0 2 [17,20], co nasuw a 
przypuszczenie, że rozpuszczalne AC funkcjonują jako 
sensory aktyw ności anhydrazy  węglanowej [19]. A nali­
za cDNA wykazała, że cyklaza adenylanow a ssaków  jest 
białkiem o masie cząsteczkowej 187 kDa, podczas gdy 
w yizolow any i oczyszczony enzym  o aktyw ności cyklazy 
adenylanow ej jest białkiem o masie jedynie 48 kDa. A uto ­
rzy w skazują więc na rolę procesu proteolizy w uzyska ­
niu aktyw nego białka [20,21].

Rozpuszczalna cyklaza adenylanow a o pełnej d ługo ­
ści (sACfl, ang. soluble adenylyl cyclase -  full-lengh) zb u ­
dow ana jest z 2 dom en katalitycznych (Cl, C2) na końcu 
N oraz zlokalizowanej na końcu C dom eny autoinhibi- 
torowej, która jest w stanie m odulow ać szybkość reakcji 
bez w pływ u na pow inow actw o do substra tu  [18]. C ha­
rakterystyczną cechą tych enzym ów  jest obecność tzw. 
pętli P, będącej m otyw em  odpow iedzia lnym  za w iązanie 
ATP lub GTP [20], Ponadto  we fragm encie C-końcowym  
znajduje się odcinek bogaty w resztę leucyny, czyli po ­
tencjalne miejsce pow staw ania  zam ka leucytowego, oraz 
odcinek o charakterystycznej konformacji wskazującej na 
m ożliwość przyłączania sAC do organelli kom órkow ych 
[21]. Skrócona form a cyklazy (sACt, ang. soluble adenylyl 
cyclase -  truncated) posiada tylko 2 dom eny katalityczne 
i jest 20-krotnie aktyw niejsza od sACfl. Enzym  ten ulega 
aktywacji w  jądrach kom órkow ych, lecz sam  m echanizm  
tego procesu nie został poznany  [20,22].

W porów naniu  do cyklaz guanylanow ych, także w 
dom enie katalitycznej cyklaz adenylanow ych w ystępują 
reszty am inokw asow e w arunkujące ich specyficzność. W 
dom enie C2 zlokalizow ane są reszty lizyny i kw asu asp a ­
raginow ego, które odpow iadają  za specyficzne w iązanie 
ATP oraz reszty argininy i asparaginy biorące udział w 
stabilizacji w iązania. N atom iast, znajdujące się w dom e­
nie C l, dw ie reszty kw asu asparaginow ego są odpow ie ­
dzialne za w iązanie jonów m agnezu lub m anganu. N ale ­
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ży jednak wspom nieć, że odstępstw a od takiego układu  
reszt am inokw asow ych są spotykane dosyć często [22].

Istnieje obszerna bibliografia opisująca cyklazy p ier­
w otniaków  i organizm ów  bezkręgow ych. Błonowa cykla­
za guanylanow a została opisana w plem nikach jeżowca, 
gdzie jest zaangażow ana w proces chemotaksji i detekcji 
białek w ydzielanych przez oocyty [1]. U nicienia Caenor- 
habditis elegant odkryto  27 błonow ych i 7 rozpuszczalnych 
izoform  GC. Biorą one udział w  procesach pow onienia 
oraz determinacji jego neuronalnej asym etryczności [23]. 
W przypadku  m uszki owocowej (Drosophila melanogaster) 
oznaczono 6 błonow ych i 5 rozpuszczalnych  cyklaz gu- 
anylanow ych, jednak do chwili obecnej ich rola nie zosta ­
ła poznana [24].

U ćmy zm ierzchnicy (Manduca sexta) z identyfikow ano 
kilka izoform cyklaz guanylanow ych. Typ RetGC będący 
błonow ym  enzym em  jest regulow any przez jony w ap ­
nia, natom iast MsGC-1 jest enzym em  rozpuszczalnym , 
który w ykazuje hom ologię do cyklazy receptorowej typu 
GC-B ssaków, lecz pozbaw iony jest dom en zew nątrzko- 
mórkowej, transbłonow ej i kinazowej. Kolejny enzym, 
MsGC-p3, przypom ina izoform ę |3 ssaków, jednak w jego 
dom enie regulatorow ej brak jest m otyw u zawierającego 
resztę cysteiny, odpow iedzialnego  za w iązanie hem u. 
Enzym ten jest aktyw ny jako hom odim er n iew rażliw y 
na tlenek azotu [24]. A utorzy tych odkryć sugerują jed ­
nocześnie, że aktywacja GC przez N O  jest ewolucyjnie 
m łodszym  zjawiskiem i pojaw ia się dopiero  u zw ierząt 
bardziej rozw iniętych, za czym dodatkow o przem aw ia 
fakt b raku w genom ie np. C. elegans genu o hom ologii do 
syntazy tlenku azotu [8].

P rzeprow adzone szczegółowe analizy szeregu izoform 
cyklaz adenylanow ych i guanylanow ych z orzęsków  Pa- 
ramecium i Tetrahymena pozw oliło na stw ierdzenie, że en ­
zym y te są regulow ana poprzez  p rzepływ  jonów przez 
plazm alem m ę. W ykazano, że posiadają one dom eny cha­
rakterystyczne dla cyklaz, jak rów nież dom eny spo tyka ­
ne w kanałach zależnych od potencjału błony z sześcioma 
pętlam i transbłonow ym i. W m iarę postępu  badań  okaza­
ło się, że ortologi tych genów, zachow ane w ewolucji w 
m niejszym  stopniu, są także obecne u Plazmodium, Toxo- 
plama gondii i Cryptosporidium parvum [25,26]. U zarodź- 
ca sierpow atego (Plasmodium falciparum) odnaleziono 
rów nież gen kodujący p raw dopodobnie  cyklazę adeny- 
lanow ą (P/AC2). Cyklaza ta charakteryzuje się unikalną 
budow ą, poniew aż powstające na bazie tego genu białko 
zaw iera  pojedynczą dom enę katalityczną, czym  bardziej 
p rzypom ina sGC z Dictyostelium, niż typow ą cyklazę ade- 
ny lanow ą [2,22,26].

W kom órkach Dictyostelium w ykry to  zarów no cyklazę 
adeny lanow ą jak i guanylanow ą, które w ykazują w yraź ­
ne podobieństw o do cyklaz kręgow ców  [26,27]. Cykla­
za adenylanow a jest białkiem  błonow ym  zbudow ana z 
dużej dom eny zew nątrzkom órkow ej, dom eny transb ło ­
nowej oraz w ew nątrzkom órkow ej dom eny cyklazowej. 
Część zew nątrzkom órkow a zaw iera dom eną CHASE od ­
pow iedzialną za w iązanie liganda. Nie zaobserw ow ano 
jednak  w ystępow ania dom eny homologicznej z k inaza­
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mi, ani a-helikalnej s truk tu ry  coiled-coil, odpow iedz ia l­
nej za proces dimeryzacji białka. Cyklaza guanylanow a 
natom iast jest białkiem rozpuszczalnym , charak teryzują ­
cym się w ystępow aniem  zachow anych w ewolucji dom en 
C l i C2 oraz dom eny AAA z m otyw em  pętli P, b rakiem  
zaś dom en transbłonow ych. W arto jednak zaznaczyć, że 
w  p rzy p ad k u  GC dom eny C l i C2 są odw rócone w ten 
sposób, że dom ena C2 znajduje się na N-końcu, a reg u la ­
cja aktyw ności zachodzi poprzez heterotrim eryczne biał­
ka G, poprzez  które enzym  łączy się z błoną kom órkow ą.

ROŚLINNE CYKLAZY NUKLEOTYDÓW PURYNOWYCH

Podobnie jak ma to miejsce w  kom órkach zw ierzęcych, 
także w kom órkach roślinnych cykliczne nukleo tydy  są 
cząsteczkam i sygnałow ym i zaangażow anym i w szereg 
procesów, które ponadto  odgryw ają integracyjną rolę dla 
w ielu szlaków  przekazyw ania sygnału. Z m iany stężenia 
cyklicznych nukleo tydów  były obserw ow ane podczas 
kiełkow ania i orientacji ziaren pyłku, graw itropizm ie 
korzeni, ruchach aparatów  szparkow ych, odpow iedzi 
na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe i fotom orfo- 
genezie [28,29], Przydatność uzyskanych danych byłaby 
jednak ograniczona jeśli nie tow arzyszyłyby im typow o 
biochem iczne i m olekularne badania  enzym ów  o dpow ie ­
dzialnych za zm iany endogennego poziom u cyklicznych 
nukleo tydów  oraz „efektorów " zaangażow anych  w o d ­
biór informacji zaw artych w tych zm ianach. W ostatnich 
latach sukcesyw nie pojawiają się prace, których p rz e d ­
m iotem  badań  są w łaśnie cyklazy nukleo tydów  p u ry n o ­
wych.

Jednokom órkow y glon Chlamydomonas reinhardtii jest 
w ykorzystyw any jako system  m odelow y w badan iu  zja­
w iska p rzekazyw ania sygnałów  u roślin. P row adząc ba ­
dania na tym  m ateriale stw ierdzono, że w  kom órkach 
w ystępuje duże stężenie cyklicznego AMP, który o d g ry ­
w a znaczącą rolę w  rozm nażaniu  płciowym, a jego syn te ­
za zachodzi w m om encie łączenia się kom órek o o dm ien ­
nym  ładunku. Kolejne badania  wskazały na istnienie w 
kom órkach tego glonu cyklazy adenylanow ej, która jest 
n iew rażliw a na forskolinę czy GTPyS, regulatory  zw ie ­
rzęcej tmAC [8].

W 2005 roku realizow ano projekt, którego celem było 
poznanie  genom u Chlamydomonas. Analiza uzyskanych 
fragm entów  w ykazała istnienie 92 sekwencji hom olo ­
gicznych do cyklaz guanylanow ych. W yselekcjonowano 
12, które analizow ano pod  kątem  ich podobieństw a do 
znanych AC i GC. Okazało się, że 3 spośród nich kodują 
białka posiadające w dom enie katalitycznej reszty ami- 
nokw asow e w arunkujące specyficzność działania tych 
enzym ów  jako cyklaz guanylanow ych. Do chwili obecnej 
brak jest informacji o roli jaką odgryw a cGMP w kom ór­
kach glonów, jednakże istnienie tak dużej liczby genów  
kodujących GC m oże w skazyw ać na jego istotne znacze­
nie.

Istnieje szereg pośrednich  dow odów  wskazujących na 
w ystępow anie cyklazy guanylanow ej w tkankach roślin ­
nych. Pochodzą one zarów no z dośw iadczeń fizjologicz­
nych, w  których poprzez  zastosow anie tzw. zw iązków
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farm akologicznie czynnych w pływ ano  na procesy zacho­
dzące w kom órkach roślinnych, jak rów nież z analiz ak­
tyw ności cyklaz in vivo, czyli pom iaru  endogennego stę­
żenia cyklicznych nukleo tydów  w analizow anych tkan ­
kach. Osiągnięcia na tym  polu prezentow ane były w p ra ­
cach p rzeglądow ych opublikow anych w ostatnich latach 
w czasopism ach o zasięgu krajow ym  i ogólnośw iatow y 
[8,28-30], W prezentow anej pracy skupiono się jedynie na 
dow odach  bezpośrednich, które jednoznacznie wskazują 
na istnienie tej g rupy  enzym ów  w kom órkach roślinnych.

Pierw szych takich dow odów  dostarczyły badania, 
których w yniki wskazują na istnienie w  chloroplastach 
kom órek szpinaku (Spinacia olerácea) dw óch cyklaz: jed ­
nej o aktyw ności odpowiadającej cyklazie guanylanow ej, 
natom iast drugiej adenyłanow ej [30]. W yniki dośw iad ­
czeń p row adzonych  na owsie (Avena sativa) i wilcu w iel­
kokw iatow ym  (Pharbitis nil) dow odzą istnienia w  ich 
kom órkach cyklaz guanylanow ych. We frakcjach błono­
w ych w yizolow anych z kom órek ow sa zaobserw ow ano 
aktyw ność enzym u, który pow odow ał konw ersję GTP 
do cGMP, a proces ten był pod kontrolą fitochrom u [31]. 
W organach wilca natom iast w ystępuje białko o masie 40 
kDa zdolne do syntezy cGMP, w ykazujące pow inow ac­
tw o do przeciwciał skierow anych przeciw ko dom enie ka­
talitycznej cyklaz rozpuszczalnych. Badania p row adzone 
na skraw kach tkankow ych w ykazały silny sygnał znako ­
w ania w kom órkach miękiszu palisadow ego, gąbczastego 
i aparatach  szparkow ych. N atom iast analizy na poziom ie 
u ltras truk tu ra lnym  w ykazyw ały  obecność intensyw nego 
znakow ania w chloroplastach, peroksysom ach i cytosolu 
[32]. Poniew aż podobne dośw iadczenia nie były w cze­
śniej w ykonyw ane, brak jest wcześniejszych prób w yja­
śnienia takiego rozm ieszczenia enzym u.

D obitnym  potw ierdzeniem  tego, że cyklazy są obecne 
w tkankach roślinnych jest znalezienie g e n u /ó w  kodują ­
cych te enzym y. Do chwili obecnej w Banku genów zde ­
ponow ano kilka sekwencji kodujących przypuszczalne 
roślinne cyklazy [33]. Ponadto  ukazały się prace dośw iad ­
czalne poruszające problem  obecności u roślin genów 
kodujących cyklazy nukleo tydów  purynow ych. Analizy 
w szystkich 4 opisanych roślinnych cyklaz guany lano ­
wych: A tG C l [34] i AtBRI-1 z rzodkiew nika (Arabidopsis 
thaliana) [35], ZnGC-1 z k ukurydzy  (Zea mays) [36], PnGC- 
1 z wilca (Pharbitis nil) [33] wykazują, że posiadają one 
cechy pozwalające je zakwalifikować do rodziny  cyklaz 
guanylanow ych, jednocześnie różnią się one w budow ie 
od znanych cyklaz zwierząt. Po pierw sze, analizy p raw ­
dopodobnej sekwencji reszt am inokw asow ych wykazały, 
że w dom enie katalitycznej w ystępują w szystkie reszty 
am inokw asow e, które w arunkują  specyficzność reakcji 
[3], Po drugie, cen trum  katalityczne zostało zlokalizow a­
ne na N-końcu, co odróżnia  roślinne GC od zw ierzęcych 
izoform. Po trzecie, spośród oznaczonych cyklaz jedynie 
AtBRIl został scharakteryzow any jako część receptora 
brasinosteroidów , natom iast trzy pozostałe w ydają się 
być enzym am i zlokalizow anym i w cytosolu. Nie posiada ­
ją one ani sekwencji kierującej do błony, ani dom en cha­
rakterystycznych dla cyklaz błonowych, tj. dom eny od ­
powiedzialnej za w iązanie liganda, dom eny transbłono- 
wej oraz w ew nątrzkom órkow ej o właściwości kinaz. Po
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czwarte, zwierzęce rozpuszczalne cyklazy guanylanow e 
należą do dużej rodziny białek H-NOX (ang. heme nitric 
oxide and/or oxygen-binding domain), których aktyw ność 
jest regulow ana poprzez  tlenek azotu (NO) [37,38]. Biał­
ka te posiadają zachow any w ewolucji m otyw  C-X-X-H, 
który jest odpow iedzialny  za w iązanie hem u i NO. Żadna 
z izoform  roślinnych GC nie posiada takiej sekwencji, zaś 
aktyw ność A tG C l i PnGC-1 nie zw iększała się w  obec­
ności SNP, jako donora NO. D odatkow ą cechą PnGC-1 
była obecność am inokw asów  odpow iedzia lnych  za p rzy ­
łączenie kw asu m irystynow ego. Proces N-mirystoilacji 
odgryw a istotną rolę w  w iązaniu  białka do błon i procesie 
oddziaływ ania  białko-białko. O dw racalne kotw iczenie li­
p idow e jest także jednym  z czynników  kontroli p rzeka ­
zyw ania sygnału w kom órkach eukariotycznych. Pew ­
ne białka z kowalencyjnie przyłączonym  lip idem , mogą 
zachow yw ać się jak białka rozpuszczalne, a kotw ice nie 
pełnią w tedy funkcji unierucham iającej białko, lecz o d ­
pow iadają za przekazyw anie sygnału, co zostało zaobser­
w ow ane podczas odpow iedzi roślin na czynniki stresow e 
[39], Jednakże jaką rolę odgryw a ten proces w  p rzy p ad k u  
cyklazy guanylanow ej z P. nil nie w iadom o.

Istnieje także szereg pośrednich  dow odów  na obec­
ność w kom órkach roślinnych cyklaz adenylanow ych. 
Stw ierdzono, że znaczący w pływ  na zm iany endogen ­
nego poziom u cAMP odgrywają: niska tem p era tu ra  [39], 
egzogennie aplikow ane fitohorm ony [30,40,41], światło
[42,43], jak rów nież czynniki pochodzenia w irusow ego, 
bakteryjnego i grzybow ego [44-46]. W skazuje to na obec­
ność u roślin cyklazy adenylanow ej, której aktyw ność 
podlega modulacji przez te czynniki.

Początkow e dośw iadczenia zm ierzające do zidentyfi­
kow ania roślinnych cyklaz adenylanow ych zw iązanych z 
błonam i (tmAC) p row adzone były poprzez  pom iar ilości 
g rup  fosforanowych, pow stających jako rezu lta t form o­
w ania cAMP z ATP, w iązanych poprzez  m etale ciężkie 
(takie jak ołów, cer). M etoda ta była obarczona szere­
giem błędów, poniew aż w p rzy p ad k u  w ielu reakcji PPi 
jest jednym  z uzyskiw anych p roduktów . Ponad to  samo 
użycie metali ciężkich mogło zredukow ać aktyw ność en ­
zym u. Pom im o tych m ankam entów  m etoda ta w ykazała 
obecność AC w p lazm alem m ie i błonie chloroplastów  ko­
m órek roślinnych [47],

Kolejnych dow odów  dostarczyły w yniki badań  z w y ­
korzystaniem  im ido-difosforanu adenozyny, jako sub- 
stra tu  cyklazy adenylanow ej [48], S tw ierdzono, że tmAC 
jest z lokalizow ana w  plazm alem m ie, tonoplaście i plasty- 
dach kom órek m chu prątn ika srebrzystego (Bryum argen- 
teum). Inni badacze [49] używając takiego sam ego sub- 
stra tu  i przeciwciał znakow anych  złotem, skierow anych 
na cAMP, zlokalizow ali cAMP jako p ro d u k t aktyw ności 
AC w strom ie i przestrzeni m iędzybłonow ej chloropla ­
stów ty ton iu  (Nicotiana tabacum). U ziem niaka (Solanum 
tuberosum) cAMP pow staje p raw ie w e w szystk ich  orga­
nellach kom órkow ych, przy  czym najsilniejszym  sygna­
łem charakteryzow ały  się chloroplasty  i jądro [45,50]. 
A naliza frakcji błonow ych uzyskanych  z kw iatów  lilii 
(Lilium x hybridum hort cv. Connecticut) wykazała, że w y ­
stępujący tam  enzym  konw ertuje ATP do cAMP, a jego
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aktyw ność zm ienia się pod w pływ em  forskoliny i A1F3 
[51].

Dane literaturow e w skazują, że roślinne izoform y 
tm AC działają w szerokim  zakresie pH, od 4,8 do 8,8 
[52,53], a do swojej aktyw ności w ym agają obecności jo­
nów  m agnezow ych, analogicznie do cyklaz zwierzęcych 
i tych opisanych u m ikroorganizm ów . Również związki 
takie jak forskolina czy NaF, które m odulują aktyw ność 
cyklaz adenylanow ych u zwierząt, mają w pływ  na ak tyw ­
ność tmAC w yizolow anych z tkanek roślinnych [40,41],

W 2002 roku s tw ierdzono [27], na podstaw ie analizy 
genom u organizm ów  prokaryotycznych i eukaryotycz- 
nych, że rośliny nie posiadają rozpuszczalnej cyklazy 
adenylanow ej. Aby wyjaśnić brak u roślin odpow iedn ika  
zw ierzęcych cyklaz adenylanow ych w ysunięto  hipotezę 
[54], która zakłada, że geny kodujące cyklazy adenyla- 
now e u roślin mają inną budow ę dom enow ą i m ogą być 
ukry te  pośród innych genów, szczególnie genów  o d p o r ­
ności, których liczba u Arabidopsis sięga 300, a u ryżu  ok. 
1500. Produkty  ekspresji tych genów  m ogą bezpośrednio  
w pływ ać na aktyw ność szlaków  przekazyw ania inform a­
cji u roślin. Dotychczasowe, pojedyncze jeszcze w yniki 
sugerują popraw ność tej hipotezy. Na podstaw ie hom o- 
logii do rejonu bogatego w reszty leucyny, charaktery ­
stycznego dla cyklaz adenylanow ych, u Zea mays z iden ­
tyfikowano gen PSiP. Gen ten posiada dom enę ATPazy 
typu  AAA, lecz brak m u typowej dom eny katalitycznej 
C l i C2, charakterystycznej dla cyklaz adenylanow ych. 
Brak tej dom eny budzi w ątpliw ości co do p rzyp isyw a­
nej m u funkcji. Istnieją jednakże dodatkow e dow ody, że 
białko to jest rzeczywiście cyklazą adenylanow ą. D ostar­
czyły je badania w ykonane na zm utow anym  szczepie 
E. coli, k tóry charakteryzow ał się zaburzoną przem ianą 
w ęglow odanów . Bakterie te nie posiadały  także aktywnej 
cyklazy adenylanow ej. W prow adzenie  do tych kom órek 
genu PSiP spow odow ało  pojawienie się w  nich cykliczne­
go AMP i norm alną przem ianę cukrów . M outinho i wsp.
[54] zaobserw ow ali rów nież, że ekspresja tego genu i 
podniesienie endogennego poziom u cAMP są niezbędne 
do kiełkow ania i w zrost łagiewki pyłkowej, a s tym ulu ją ­
cy w pływ  forskoliny w skazuje na udział błonowej cykla­
zy adenylanow ej w tym  procesie.

W roku 1988 roku [55] w yizolow ano i częściowo oczysz­
czono rozpuszczalną cyklazę adenylanow ą z kom órek 
lucerny. Jej aktyw ność w obecności M g2+-ATP była sty ­
m ulow ana poprzez  dodanie  Ca2+ lub kalm oduliny. GTP, 
forskolina, NaF i toksyna cholery (m odulatory  tmAC) nie 
miały w p ływ u  na aktyw ność tego enzym u. Dziewięć lat 
później Ishikava i wsp. [41] zidentyfikow ali gen kodu ją ­
cy p raw dopodobną  rozpuszczalną cyklazę adenylanow ą. 
Białko stw orzone na bazie cDNA, oznaczone jako axil41, 
posiadało  odcinek bogaty w reszty leucyny i w ykazyw ało  
hom ologię do cyklazy adenylanow ej z kom órek d rożdży  
rozszczepkow ych (Schizosaccharomyces pombe).

Ostatnio, w  w yniku prac prow adzonych  na z iem nia ­
ku [47,50] z identyfikow ano rozpuszczalną cyklazę ade ­
nylanow ą, k tóra była ak tyw ow ana przez jony m agnezu  i 
jony dw uw ęglanow e, natom iast NaF nie miał w pływ u na
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tem po syntezy cAMP. Analizy im m unochem iczne z w y­
korzystaniem  specyficznych przeciwciał skierow anych 
przeciw  dom enie katalitycznej cyklaz adenylanow ych 
pozw oliły na zidentyfikow anie białek o różnych m asach 
cząsteczkowych, od 225 do 60 kDa, dostarczając tym  sa­
m ym  dow odów  na rolę proteolizy w procesie uzysk iw a­
nia aktyw nego enzym u.

Obecność w kom órkach roślinnych białek CAP (ang. 
cyclase associated protein) (synonim: Srv2p), biorących 
udział w polimeryzacji aktyny, stanow i ostatni z dow o­
dów  na istnienie u roślin cyklaz adenylanow ych. Białka 
te opisane początkow o u drożdży  Saccharomyces cerevi­
siae [55] zostały następnie  z identyfikow ane także u roślin
[57,58], Co najważniejsze, białka te posiadają na końcu 
N dom enę wiążącą cyklazę adenylanow ą, która jest nie­
zbędna do ich aktywacji. W skazuje to jednoznacznie na 
konieczność istnienia takich cyklaz u roślin.

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach nasza w iedza dotycząca cyklicz­
nych nukleotydów , jako elem entów  łańcucha przekazy ­
w ania sygnałów  u roślin, jest sukcesyw nie uzupełn iana  
i w zbogacana o now e informacje. Ciągle jednak jesteśm y 
na początku drogi prow adzącej do zrozum ienia różno ­
rodności i złożoności roślinnych system ów  przekazyw a­
nia sygnałów . W p rzy p ad k u  cyklicznych nukleo tydów  
i uk ładów  generujących ich pow staw anie  ta w iedza jest 
szczególnie uboga i fragm entaryczna.

Początkow e niepow odzenia  dotyczące identyfikacji 
cyklaz nuk leo tydów  purynow ych  u roślin tłum aczone 
były tym, że w kom órkach kręgow ców  przekazyw anie 
sygnałów  z udziałem  cyklicznych nukleotydów  zw iązane 
jest z kontrolą procesów zw iązanych z ruchem , tak więc 
u trata  przez rośliny tych zdolności spow odow ała  zanik 
cyklaz adenylanow ych i guanylanow ych. Jednakże mija 
się to z praw dą, poniew aż w kom órkach roślinnych za ­
chodzi wiele procesów, w  których ruch kom órki odgryw a 
istotną rolę tj. ruchy apara tów  szparkow ych, kiełkow anie 
ziarna pyłku, ruch organelli kom órkowych. W procesach 
tych, jak rów nież w szeregu innych udział cGMP i cAMP 
został udow odniony . Skłaniać by się należało raczej do 
stw ierdzenia, że cyklazy roślinne charakteryzują się inną 
budow ą i w ym agają innych ak tyw atorów  w arunkujących 
ich aktywność, a p rzedstaw ione powyżej w yniki po tw ier­
dzają to założenie.
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ABSTRACT

Cyclic nucleotides (cAMP and cGMP) play an essential role in many important cellular processes in prokaryotic and eukaryotic organisms. 
They are produced by purine nucleotide cyclases: adenylyl and guanylyl cyclases. They are classified as one of two distinct forms: soluble and 
bound to membranes. Beside the differences in enzyme localization, the domain structure and regulation of enzymes activity are also diverse. 
However, all cyclases possess three groups of important residues: substrate specifying residue, metal binding residues and transition state 
stabilization residues. The natural occurrence of cyclic nucleotides in plants is now  established. It was shown that in higher plants cNMPs 
act as a second m essengers in a large number of (patho) physiological responses. However, it is only recently that the first plant enzymes with  
AC and GC activity of the unique structure have been identified and functionally characterized. In this study a systematic analysis of all the 
known prokaryotic, fungal and animal cyclases was done and direct evidences for the presence AC and GC in plant cells were shown.
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LPOR

Podziękow anie: A rtykuł przygotow any w  ra ­
m ach projektu M inisterstw a N auki i Szkolnic­
tw a W yższego, nr 5 0 /N -D FG /2007/0.

STRESZCZENIE

Jedna z końcow ych reakcji szlaku biosyntezy chlorofilu u okrytonasiennych: redukcja  pro ­
tochlorofilidu (Pchlid) do chlorofilidu (Chlid), jest indukow ana św iatłem  i kata lizow ana 
przez zależną od św iatła  oksydoreduktazę  Pchlid:N A D PH  (1.3.1.33; LPOR). Brak św iatła, 

sk u tk u je  zatrzym aniem  b iosyntezy chlorofilu na etapie u tw orzen ia  protochlorofilidu , zm ia ­
nam i w  w yglądzie  siew ki i s truk tu rze  p lastydów  oraz zaham ow aniem  syntezy n iektórych 
b iałek  aparatu  fo tosyntetycznego. Św iatło  in d u k u je  fo toredukcję P ch lid —»Chlid oraz w y­
zw ala szereg reakcji b iochem icznych i zm ian struk tu ralnych  prow adzących do w ykształce­
n ia s truk tu ry  ty lakoidów . P rzedstaw iona praca stanow i podsum ow an ie  ak tua lnego  stanu 
w iedzy  na tem at b iałka  LPOR, m echanizm u reakcji redukcji protochlorofilidu , roli stru k tu r 
lip idow ych  charakterystycznych dla etioplastów , jak  rów nież w łaściw ości spek tralnych  p ro ­
tochlorofilidu w  etio low anych siew kach okrytonasiennych  i uk ładach  m odelow ych.

WPROWADZENIE

Wszystkie organizmy, które odżywiają się autotroficznie, tj. dzięki p rzepro ­
w adzanem u procesowi fotosyntezy, zawierają chlorofil (Chi) lub bakteriochlo- 
rofil — podstaw ow e barwniki fotosyntetyczne. U roślin okrytonasiennych jed­
na z końcowych reakcji szlaku biosyntezy Chi, redukcja protochlorofilidu do 
chlorofilidu (Chlid), jest indukow ana światłem i katalizowana przez zależną 
od światła oksydoreduktazę Pchlid:NADPH (1.3.1.33; LPOR). W toku ew olu­
cji okrytonasienne utraciły geny enzym u zdolnego katalizować tę reakcję bez 
udziału światła (geny niezależnej od światła oksydoreduktazy protochlorofilidu 
[1,2]). Enzym ten jest obecny we wszystkich pozostałych grupach organizmów 
fotosyntetyzujących.

Reakcja fotoredukcji Pchlid—Chlid u okrytonasiennych odgryw a kluczową 
rolę nie tylko w procesie biosyntezy chlorofilu, ale też w  regulacji rozwoju ro­
śliny, w szczególności w wykształceniu chloroplastów zawierających aktywny 
aparat fotosyntetyczny. W ciemności, np. w przypadku kiełkujących w ziemi 
nasion, proces biosyntezy chlorofilu zostaje zatrzymany, a rozwój plastydów 
oraz całej siewki skierowany na drogę skotomorfogenezy. Rośliny rosnące bez 
dostępu światła stają się etiolowane, o charakterystycznym wyglądzie: mają 
w ydłużony hipokotyl, haczyk wierzchołkowy, małe żółtawe liścienie. Etiolacja 
siewki może trwać kilka lub kilkanaście dni kosztem energii pochodzącej z roz­
kładu substancji zapasowych zgrom adzonych w nasieniu. W takich siewkach 
biosynteza chlorofilu zachodzi do etapu utworzenia protochlorofilidu. Barw­
nik ten grom adzi się w błonach wewnętrznych etioplastów, które rozwijają się 
w  roślinach etiolowanych w miejsce chloroplastów. W w arunkach ekspozycji 
na światło w młodych, etiolowanych siewkach okrytonasiennych dochodzi do 
zmian program u procesów w zrostu i rozwoju rośliny o charakterze fotomor- 
fogenetycznym, który obejmuje ekspansję liścieni, zatrzym anie wydłużania hi- 
pokotyla, dokończenie biosyntezy chlorofilu, wreszcie rozwój chloroplastów z 
błonami tylakoidów i formowanie funkcjonalnego aparatu fotosyntetycznego.

Fotoenzym LPOR katalizujący przemianę Pchlid—Chlid, od wielu lat przy­
ciąga uwagę badaczy ze względu na udział w regulacji biosyntezy chlorofilu i 
rozwoju siewek roślin okrytonasiennych. W ostatnich latach ukazało się kilka 
prac przeglądowych dotyczących własności tego enzym u [2-6], charakterystyki 
spektralnej kompleksów Pchlid:LPOR:NADPH w etiolowanym materiale ro­
ślinnym [7-9], jak również podsumowujących stan obecnej w iedzy dotyczącej 
poznania reakcji biochemicznych szlaku biosyntezy chlorofilu [1,2,10]. Zainte­
resowanie LPOR wynika z przekonania, że jest to w ygodny model do badania 
oksydoreduktaz [5,6]. W przypadku tej oksydoreduktazy kompleks enzym-sub- 
strat tworzy się w  ciemności, podczas gdy sama reakcja w  tych w arunkach jest 
zahamowana. Reakcję można zainicjować poprzez oświetlenie i w  ściśle kontro­
lowanych w arunkach badać jej kinetykę.
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Od czasu ukazania się artykułu przeglądowego na temat 
indukowanej światłem  biosyntezy chlorofilu, opublikowa­
nego w  Postępach Biochemii [11], uzyskano wiele nowych 
danych na temat tego procesu. Obecny stan wiedzy na temat 
właściwości LPOR i mechanizmu reakcji, którą katalizuje, 
wym aga ponownego podsum ow ania w języku polskim. W 
niniejszej pracy przedstaw iono najnowsze doniesienia na 
temat białka LPOR i indukowanej światłem reakcji reduk­
cji protochlorofilidu oraz relacji m iędzy akumulacją tego 
związku w błonach w ew nętrznych etioplastów, a strukturą 
tych błon i właściwościami spektralnymi protochlorofilidu. 
Zaprezentowano też uzyskane ostatnio wyniki prac doty­
czących właściwości fotofizycznych protochlorofilidu w 
układach modelowych.

BIOSYNTEZA PROTOCHLOROFILIDU

U roślin wyższych, w  tym  okrytonasiennych, związkiem 
wyjściowym w biosyntezie Pchlidu, która dalej prowadzi 
do powstania chlorofilu, jest glutaminian. Ten szlak biosyn­
tezy chlorofilu określa się jako szlak C5. Glutam inian zak- 
tywowany przez przyłączenie odpowiedniego tRNA ulega 
redukcji i przekształceniu do kwasu 5-aminolewulinowego 
(ALA). ALA jest prekursorem  zarówno dla szlaku biosynte­
zy chlorofilu jak i hem u. Kolejne produkty  pośrednie reakcji 
prowadzących do powstania cząsteczki protochlorofilidu 
przedstawione są na Ryc. la . Wiele enzym ów szlaku bio­
syntezy chlorofilu zostało oczyszczonych lub otrzymanych 
drogą ekspresji w bakteriach, a ich struktura i mechanizm 
są przedm iotem  dalszych badań. Zainteresowanego czy-

Rycina 1. (a) Schem at szlaku biosyntezy chlorofilu. W yróżniono fragm ent do ­
tyczący fotoredukcji Pchlid—>Chlid. (b) Budow a cząsteczki protochlorofilidu. 
Zaznaczona g rupa C H 2-C H 3 w  cząsteczce M V-Pchlid ulega zm ianie na C H =C H 2 
w p rzypadku  cząsteczki DV-Pchlid. W yróżnione atom y węgla C17 i C18 tw orzą 
w iązanie ulegające redukcji podczas fotokonwersji Pchlid—»Chlid.
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telnika odsyłamy do opublikowanych prac przeglądowych 
[1,2,10,12].

Protochlorofilid w etiolowanych siewkach występuje w 
postaci mono- lub diwinylowych pochodnych (MV-Pchlid 
i DV-Pchlid; Ryc. Ib). Obie formy mogą być substratem  dla 
LPOR. Inne związki pośrednie szlaku biosyntezy chlorofilu 
również mogą występować w postaci pochodnych mono- 
i diwinylowych. Zaproponowano uogólniony wielogałę- 
ziowy schemat biosyntezy chlorofilu poprzez obie formy 
związków pośrednich [13].

Protochlorofilid gromadzący się w etiolowanych siewkach 
hamuje biosyntezę ALA poprzez sprzężenie zwrotne; tym sa­
mym regulowana jest wielkość puli tego związku [3]. Mecha­
nizm tej regulacji nie jest jeszcze dokładnie znany. Cząsteczkę 
protochlorofilidu stanowi układ porfirynowy złożony z 4 pier­
ścieni pirolowych i pierścienia izopentanowego (Ryc. Ib). Jest 
to cząsteczka o charakterze hydrofiłowym. Pchlid rozpuszcza 
się w polarnych rozpuszczalnikach organicznych (np. etanol, 
metanol, acetonitryl) oraz w wodzie. Jest słabo rozpuszczalny 
w rozpuszczalnikach hydrofobowych (np. benzyna). Sprzężo­
ny układ wiązań podwójnych protochlorofilidu odpowiada za 
jego właściwości spektralne. Absorbuje on światło w  dwóch 
zakresach długości fal: niebieskim (pasmo Soreta) i czerwo­
nym (pasmo Q). Grupy ketonowe i atom Mg w  centrum ukła­
du oddziałują z cząsteczkami otoczenia poprzez tworzenie 
wiązań wodorowych i koordynacyjnych.

RODZINA GENÓW POR IIZOFORMY BIAŁKA

LPOR jest białkiem kodow anym  w genomie jądrowym, 
następnie kierowanym do plastydów: etioplastów lub 
chloroplastów. Mechanizm transportu tego białka został 
ostatnio podsum ow any w [2,10,14] i nie jest przedm iotem  
niniejszego opracowania. Geny kodujące LPOR występują 
w  sinicach, glonach i roślinach wyższych. Poza okrytona­
siennymi, gdzie LPOR jest jedynym enzym em  zdolnym  
przeprowadzić redukcję protochlorofilidu, w  innych orga­
nizmach enzym ten występuje razem z niezależną od świa­
tła oksydoreduktazą protochlorofilidu (patrz prace przeglą­
dowe [1,2,4,10,15]).

Dotychczas wyizolowano i sklonowano geny por m.in. 
jęczmienia (Hordeum vulgare), owsa (Avena sativa), grochu 
(Pisum sativum), rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) i innych 
(szczegółowa lista zbadanych pod tym w zględem  organi­
zm ów  znajduje się w  pracach [4,10]). Rośliny okrytonasien­
ne różnią się między sobą pod względem  liczby kopii ge­
nów  tego białka, jak również liczby jego izoform. U A. thalia­
na wykryto trzy funkcjonalne kopie genów i trzy izoformy 
białka: PORA, PORB, PORC [16-18]. W genomie jęczmienia 
występują geny por A i porB i dw a izoenzymy: PORA i PORB 
[19], W grochu i ogórku znaleziono po jednej kopii genu por 
lecz zidentyfikowano różną liczbę izoform białka: jedną w 
przypadku ogórka i dwie w  grochu [20,21]. Obecność różnej 
liczby kopii genów nasuw a pytanie o ich funkcjonalne zna­
czenie, na które dotychczas nie uzyskano jednoznacznej od ­
powiedzi. Wykazano, że ekspresja genów por A  i porB jest w 
różny sposób regulowana światłem. Podczas w zrostu siew­
ki w  ciemności ulega nagrom adzeniu mRNA PORA i białko 
PORA, a po oświetleniu obserwuje się zanik mRNA PORA
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jak również proteolizę białka. Stwierdzono, że porB w yka­
zuje stały i niezależny od światła poziom ekspresji. Na tej 
podstawie zasugerowano, że PORA odgryw a rolę w  trans­
formacji protochlorofilidu zgrom adzonego w etiolowanych 
siewkach, podczas gdy rolą PORB jest podtrzym ywanie 
biosyntezy chlorofilu podczas w zrostu rośliny na świetle 
[2,9,10,22]. PORC dotychczas znaleziono tylko w  A. thalicina. 
Gen kodujący PORC ulega ekspresji tylko w świetle, zatem 
może potencjalnie odgrywać jakąś rolę w  odpowiedzi rośli­
ny na w arunki stresowe [17,18], W dalszym ciągu pozostaje 
bez odpowiedzi pytanie, w  jaki sposób regulowana jest bio­
synteza protochlorofilidu w roślinach posiadających tylko 
jedna kopię genu i jedną lub dwie izoformy LPOR.

S T R U K T U R A  I W Ł A Ś C IW O Ś C I B IA Ł K A  LPOR

Cząsteczka białka LPOR zbudow ana jest z jednego łań­
cucha polipeptydowego o masie 35-38 kDa [11,12]. Izoen- 
zymy PORA i PORB wykazują duży stopień homologii na 
poziomie składu aminokwasowego dojrzałego białka [3,11]. 
Na podstawie sekwencji reszt aminokwasowych LPOR za­
kwalifikowano do rodziny enzym ów „RED", w  skład której 
w chodzą niektóre reduktazy, epimerazy, dehydrogenazy 
[23,24], Charakterystyczne cechy łączące enzymy „RED" 
to: tworzenie dimerów lub tetramerów, użycie NAD(P)+ 
lub NAD(P)H jako kofaktora oraz obecność zachowanych 
w ewolucji reszt Tyr i Lys, przedzielonych 3 resztami do­
wolnych aminokwasów, które są niezbędne do zachowania 
aktywności katalitycznej enzymu [15]. Kofaktorem w ym a­
ganym  przez LPOR jest NADPH [25], W strukturze tego 
białka zidentyfikowano zachowany w ewolucji motyw Tyr- 
X-X-X-Lys i przy zastosowaniu mutacji punktowej w ykaza­
no rolę reszt Tyr i Lys w prawidłowej koordynacji substra­
tów (NADPH i protochlorofilidu) w  centrum  katalitycznym 
LPOR [24,26-28], Ponadto reszta Tyr bezpośrednio zaanga­
żowana jest w dostarczenie H + w czasie redukcji Pchlidu, 
a reszta Lys zapewnia utrzym anie pKa umożliwiającego 
przekaz protonu [24,26]. Pokazano również, że związanie 
NADPH w centrum  katalitycznym LPOR chroni jedną lub 
więcej reszt Cys występujących w łańcuchu LPOR przed 
chemiczną modyfikacją [5].

Struktura krystaliczna enzymu LPOR nie została dotych­
czas rozwiązana. Na podstawie podobieństwa sekwencji 
LPOR i białek rodziny „RED" oraz w  oparciu o znajomość 
struktury krystalicznej niektórych spośród białek tej rodzi­
ny opracowano trójwymiarowy model budow y cząsteczki 
LPOR z Synechocystis [29]. W m odelu tym centralną część 
cząsteczki białka stanowi p kartka złożona z 7 równoległych 
łańcuchów otoczona 9 helisami a  (Ryc. 2). Cechą odróżnia­
jącą LPOR od innych białek rodziny „RED" jest dodatko­
wa pętla między 5 i 6 łańcuchem p zbudow ana z 33 reszt 
aminokwasowych. Znaczenie tego elementu struktury nie 
zostało dotychczas wyjaśnione, aczkolwiek sugeruje się, 
że może on odgrywać istotną rolę w  w iązaniu cząstecz­
ki Pchlidu, oddziaływaniu białko-błona, lub w procesie 
agregacji kompleksów Pchlid:LPOR:NADPH [24,29], W 
N-końcowym fragmencie cząsteczki białka znajduje się 
miejsce wiązania NADPH. Obszar ten, charakterystycz­
ny dla wiązania nukleotydów, zawiera sekwencję reszt 
aminokwasowych GxxxGxG zlokalizowaną w  fałdzie pap 
określaną jako tzw. motyw Rossmanna [3,5,11,30], W opi­

sywanym m odelu zachowane w ewolucji reszty Tyr i Lys, 
ważne z punktu  widzenia aktywności katalitycznej [24,28], 
znajdują się w  proponow anym  centrum  katalitycznym en­
zymu [29]. Sugerowana budow a tego centrum  jest zgodna 
z modelem centrum katalitycznego LPOR opracowanym  
wcześniej na podstawie badań NMR i struktury pierwszo- 
rzędowej białka [31].

M E C H A N IZ M  FO T O R E D U K C JI P R O T O C H L O R O F IL ID U

Wynikiem fotokonwersji Pchlid—»Chlid jest redukcja po­
dwójnego wiązania C17=C18 w pierścieniu D cząsteczki pro­
tochlorofilidu (Ryc. Ib). W wyniku tej reakq'i struktura układu 
porfirynowego cząsteczki protochlorofilidu ulega przekształ­
ceniu w strukturę chloryny, którą posiada zarówno chlorofi- 
lid, jak i chlorofil [9], Reakcja ta jest jednokwantowa, a widmo 
działania podobne do widma absorpcji protochlorofilidu [3],

Fotoredukcji ulega tylko protochlorofilid związany z en­
zymem w trójskładnikowy kompleks Pchlid:LPOR:NADPH. 
Kompleksy takie ulegają nagrom adzeniu w etiolowanych 
siewkach. Pula protochlorofilidu nie związana w  kompleks 
enzym-substrat nie ulega redukcji pod w pływ em  krótkiego 
(milisekundowego) błysku światła, lecz może być w ykorzy­
stana jako substrat w  kolejnych obrotach enzym u [3,9]. Me­
chanizm indukowanej światłem fotoredukcji protochlorofi­
lidu jest intensywnie badany od ponad 40 lat, zarów no dla

Dodatkowa

Rycina 2. Przestrzenny m odel budow y cząsteczki LPOR z Synechocystis zapro ­
ponow any przez Townley i wsp. [29] (za zgodą A utorów ) skonstruow any na 
podstaw ie  analizy porów naw czej pierw szorzędow ej s truk tu ry  tego enzym u i 
struk tury  innych enzym ów  rodziny  „RED".
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białka oczyszczanego z etiolowanego materiału, jak i białek 
rekombinowanych [3-5,11,30].

W wyniku absorpcji kw antu światła cząsteczka proto- 
chłorofilidu, pozostając w  stanie wzbudzenia elektronowe­
go, jest redukow ana do chlorofiłidu przez NADPH, który 
dostarcza H do atom u węgla C l7 cząsteczki protochlorofi- 
lidu (Ryc. Ib), natom iast zachowana w ewolucji reszta Tyr 
w centrum katalitycznym jest donorem H + dla węgla C18 
[3,4,9,30]. W ostatnich latach uzyskano znaczny postęp w 
dokładnym  zrozum ieniu mechanizmu rekcji katalizowanej 
przez LPOR dzięki zastosowaniu do badań kinetyki reakcji 
oczyszczonych rekom binowanych białek (podsumowanie 
w  pracach przeglądowych [5,6]). Na podstawie pomiarów 
w idm  fluorescencji i absorpcji oraz spektroskopii absorpcji 
przejściowej zidentyfikowano kilka etapów reakcji fotore- 
dukcji protochlorofilidu, z których pierwszy jest inicjowany 
światłem, zaś kolejne zachodzą niezależnie od światła. Do­
świadczenia te potw ierdziły wyniki wcześniejszych badań 
prowadzonych na izolowanych błonach etioplastów, liście- 
niach etiolowanych siewek lub rekom binowanym  białku 
MbP-LPORB z jęczmienia, na podstawie których zapropo­
nowano dw uetapow y model redukcji Pchlidu. W modelu 
tym  pierwszy etap reakcji jest indukow any światłem, a d ru ­
gi zachodzi spontanicznie w ciemności [3,11,26,32].

Fotoaktywne kompleksy Pchlid:LPOR:NADPH, odtwo­
rzone z rekombinowanego białka LPOR, wykazywały maksi­
m um  fluorescencji przy długości fali 644 nm  w temperaturze 
77 K [5], Oświetlenie mieszaniny reakcyjnej milisekundowym 
błyskiem światła w  temperaturze z zakresu 120-180 K prze­
kształcało te fotoaktywne kompleksy w pierwotny niefluory- 
zujący produkt reakcji, posiadający maksimum absorpcji przy 
długości fali 696 nm (w temperaturze 77 K). Po tym induko­
wanym światłem etapie obserwowano szereg reakcji niezależ­
nych od światła, pod warunkiem podniesienia temperatury 
mieszaniny reakcyjnej. Wzrost temperatury powyżej 180 K 
powodował przekształcenie pierwotnego produktu reakcji w 
drugi związek przejściowy: kompleks Chlid:LPOR:NADP+, 
wykazujący maksima absorpcji i fluorescencji odpowiednio 
przy długościach fal 681 i 684 nm. Przy dalszym wzroście tem­
peratury następowało uwolnienie cząsteczki NADP+ z kom­
pleksu Chlid:LPOR:NADP+ i związanie kolejnej cząsteczki 
NADPH w kompleks Chlid:LPOR:NADPH. Etapy te również 
obserwowano poprzez niewielkie zmiany w widmie fluore­
scencji mierzonym w  temperaturze 77 K. Znaczne przesunię­
cie maksimum fluorescencji (do 674 nm w temperaturze 77 K) 
odpowiadało odłączeniu cząsteczki chlorofiłidu od komplek­
su LPOR:NADPH i przypominało tzw. przesunięcie Shibaty 
obserwowane dla etiolowanych liścieni [7,22,30]. Ostatnie eta­
py, podczas których zachodziła wymiana NADP+ na NADPH 
oraz Chlid na Pchlid, prowadzące do odtworzenia fotoaktyw- 
nego kompleksu Pchlid:LPOR:NADPH, wymagały zmiany 
konformacji enzymu [6,33-35]. Oszacowany czas zajścia reakcji 
przeniesienia H + i H" wynosił 400 ps [5].

Trwają prace nad wyjaśnieniem natury pierwotnego pro­
duktu reakcji fotoredukcji protochlorofilidu, powstającego 
bezpośrednio w wyniku absorpcji światła i charakteryzujące­
go się maksimum absorpcji przy długości fali 696 nm. Obser­
wowano go przeprowadzając reakcję w  zakresie temperatur 
120-180 K [3,5,30]. W doświadczeniach z wykorzystaniem
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spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego 
(EPR) wykazano rodnikowy charakter tego produktu, który 
tworzy się wskutek przesunięcia H  z NADPH na cząsteczkę 
protochlorofilidu [32,36,37], Wyników tych nie potwierdzili 
inni badacze [27]. Zaproponowano, że pierwotny produkt 
fotoredukcji ma charakter kompleksu z przesunięciem ła­
dunku (ang. charge-transfer) powstającego w osi podwójne­
go wiązania C17=C18 cząsteczki protochlorofilidu (Ryc. Ib) 
wskutek działania światła, a jego powstanie praw dopodob­
nie sprzyja transferowi H  i H + i redukcji podwójnego wią­
zania [38]. Ostatnio w doświadczeniach z rekombinowanym 
białkiem LPOR potwierdzono, że pierwotny produkt tej re­
akcji ma charakter kompleksu z przesunięciem ładunku [39]. 
Zaobserwowano również pojawienie się sygnału EPR, wska­
zującego na rodnikowy charakter pierwotnego produktu 
reakcji, jednak na podstawie analizy stosunków stechiome- 
trycznych protochlorofilidu i rodnika wykluczono taką moż­
liwość. Stwierdzono ponadto [40], że zachowana w ewolucji 
reszta Cys zlokalizowana w pobliżu centrum katalitycznego 
LPOR ma znaczenie dla przebiegu pierwszego, indukowa­
nego światłem etapu reakcji fotoredukcji protochlorofilidu. 
Mechanizm fotoredukcji Pchlid—>Chlid w  mieszaninie re­
akcyjnej z oczyszczonym białkiem LPOR wydaje się być już 
dobrze poznany. Otwartym pozostaje dokładne opisanie 
mechanizmu fotoredukcji protochlorofilidu w etioplastach 
okrytonasiennych, które zawierają oligomery kompleksów 
Pchlid:LPOR:NADPH złożone z różnej liczby monomerów.

SP E C Y FIC Z N O ŚĆ  S U B S T R A T O W A  LPOR

Wykorzystując oczyszczony enzym izolowany z etiolowa­
nych siewek wykazano, że substratem dla LPOR mogą być 
analogi Pchlid a różniące się podstawnikami w pierścieniach 
A i B układu porfirynowego (Ryc. 3), w tym Pchlid b oraz 
MV-Pchlid i DV-Pchlid [3,4]. W doświadczeniach z wyko­
rzystaniem rekombinowanego białka LPOR wykazano, że 
poszczególne etapy reakcji fotoredukcji zachodzą podobnie 
dla MV-Pchlid i DV-Pchlid, choć parametry kinetyczne (kM i 
VmdX) nieco się różnią [41]. Modyfikacja pierścieni C i D czą­
steczki protochlorofilidu (Ryc. 3) uniemożliwia zajście tej re­
akcji. Istotnym dla utrzymania aktywności elementem budo­
wy cząsteczki protochlorofilidu jest rodzaj metalu w układzie 
porfirynowym. Szczegółową listę przebadanych pochodnych 
protochlorofilidu, które są akceptowane lub nieakceptowane 
jako substrat przez LPOR przedstawiono na Ryc. 3.

Reakcja katalizowana przez LPOR zachodzi tylko dla 
(3-NADPH [11], a nie zachodzi dla NADH. Z zastosowa­
niem rekombinowanego białka wykazano, że protochlorofi- 
lid ulega związaniu z LPOR dopiero po uprzednim  związa­
niu przez to białko cząsteczki NADPH [34],

LPOR, P R O T O C H L O R O F IL ID , A  

S T R U K T U R A  E T IO P L A S T Ó W

W etiolowanych siewkach okrytonasiennych proplastydy 
różnicują do etioplastów, zawierających charakterystycznie 
ułożone błony wewnętrzne: ciało prolamellarne (PLB) będą­
ce lipidową strukturą parakrystaliczną o wysokiej symetrii, 
otoczone układem  błon przypominającym tylakoidy stromy 
zwanych protylakoidami (PT) [22,42], PLB obecne są rów ­
nież w chloroplastach młodych liści w okresie zaciemnienia
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Rycina 3. Specyficzność substratow a LPOR. Dalsze objaśnienia w  tekście.

(np. w  nocy), choć ich rola nie została dotychczas poznana
[22,43]. W ykazano też ich obecność w wewnętrznych w ar­
stwach liści kapusty Brassica oleracea [44] i młodych pąkach 
d rzew  [45], PLB charakteryzuje większa proporcja lipidów 
do białek, oraz większa w zględna zawartość MGDG w po­
rów naniu  do PT [22], Granica między tymi strukturam i w y­
daje się być um owna, należy raczej traktować je jako dyna­
miczny układ błon, którego organizacja strukturalna zależy 
od gatunku rośliny, wieku i w arunków  hodowli [22].

Dominującym białkiem w PLB jest LPOR [22,46], któ­
ra występuje w fotoaktywnych kompleksach Pchlid:LPO- 
R:NADPH [3,8,22]. Kompleksy te zgromadzone w PLB two­
rzą agregaty (oligomery) o różnej wielkości [3,8], które cha­
rakteryzują się różnym położeniem maksimum fluorescencji 
w  tem peraturze 77K, w zależności od wielkości agregatów 
(własności spektralne Pchlidu w etioplastach omówiono po­
niżej). Dokładne rozmieszczenie tych agregatów w struktu­
rze PLB i ich wzajemne ułożenie nie zostało dotychczas w y­
jaśnione. Nieliczne dane wskazują na to, że LPOR jest raczej 
białkiem powierzchniowym; w jego sekwencji nie znaleziono 
dom eny transbłonowej [11], Dotychczas nie wyjaśniono w 
jaki sposób LPOR wiąże się z błonami. Wykazano na przy­
kład [47], że w układzie heterologicznym LPOR z grochu 
wiąże się z oczyszczonymi błonami PLB lub protylakoidu z 
pszenicy tylko w obecności NADPH i tylko wtedy, gdy rejon 
białka wiążący NADPH nie jest zmutowany. Na podstawie 
badań z zastosowaniem dichroizmu kołowego wykazano 
sprzężenie ekscytonowe między cząsteczkami Pchlidu w oli­
gomerach Pchlid:LPOR:NADPH [48]. Uważa się, że LPOR w 
takich oligomerach stabilizuje strukturę PLB; zatem wzrost 
intensywności fluorescencji przy długości fali w  zakresie 655- 
657 nm, może być wskaźnikiem występowania regularnych 
struktur PLB w etioplastach [22,47,49-50], Należy jednak 
wspomnieć, że w przypadku m utanta z zaburzonym pro­
cesem biosyntezy karotenoidów nie wykryto struktury PLB 
pomimo zarejestrowania sygnału fluorescencji protochlorofi- 
lidu przy 655 nm  [51].

Oprócz PORA w dobrze oczyszczonej frakcji PLB z etio- 
lowanych siewek pszenicy wykazano obecność 64 białek 
zw iązanych ze szlakiem biosyntezy barwników (w tym 
PORB i syntazy chlorofilu), fazą świetlną fotosyntezy i 
cyklem Calvina, białek opiekuńczych oraz związanych z 
aparatem  biosyntezy białek [46], Obecność licznych białek 
uczestniczących w reakcjach fazy świetlnej fotosyntezy 
wskazuje na rolę błon PLB w tworzeniu błon tylakoidów w

czasie deetiolacji. W zględna proporcja PORA:PORB w PLB 
izolowanym z etiolowanych siewek wydaje się być zależna 
od procedury izolacji [10]. Skład barwnikowy PLB obejmuje 
protochlorofilid oraz karotenoidy z przewagą luteiny i an- 
teraksantyny [52],

Długo uważano, że funkcją PLB jest przechowanie li­
p idów  i barwników potrzebnych do formowania błon ty­
lakoidów zawierających kompleksy fotosyntetyczne [22]. 
Obecnie sugeruje się, że rozmieszczenie fotoaktywnych 
kompleksów Pchlid:LPOR:NADPH w postaci agregatów w 
regularnej strukturze PLB chroni również chlorofilid w w a­
runkach nadm iernego oświetlenia [3,15,53].

W Ł A Ś C IW O Ś C I SP E K T R A L N E  P R O T O C H L O R O F IL ID U  

W  E T IO L O W A N Y C H  SIE W K A C H  I W  

IZ O L O W A N Y C H  B Ł O N A C H  E T IO P L A ST Ó W

Spektrofotometria absorpcyjna i fluorescencyjna jest po­
wszechnie stosowanym narzędziem  analitycznym do moni­
torowania procesu etiolacji i wywołanej światłem deetiolacji 
roślin okrytonasiennych [8,9]. Aby uniknąć przypadkowej 
fotoredukcji protochlorofilidu wszelkie manipulacje zwią­
zane z przygotowaniem  próbki wykonuje się w  słabym 
zielonym świetle, którego zakres spektralny odpow iada 
m inim um  absorpcji cząsteczki tego związku, a pom iary w y­
konuje się w  tem peraturze 77 K, w  której reakcja ta nie za­
chodzi. W niniejszej pracy skoncentrowano się głównie na 
opisie własności fluorescencyjnych protochlorofilidu. Za­
interesowanego czytelnika odsyłamy do cytowanych prac 
przeglądowych [3,7,8,22] celem uzupełnienia informacji na 
temat własności absorpcyjnych tego związku.

W typow ym  widmie fluorescencji otrzym anym  dla etio­
lowanych siewek wyróżnić można dw a szczyty z maksi­
m um  przy długości fali 630 nm i 655-657 nm. W zględna in­
tensywność fluorescencji obu pasm zmienia się w zależno­
ści od gatunku rośliny, wieku etiolowanych siewek, czynni­
ków stresowych itp. Podobne widm o można otrzymać dla 
izolowanych błon wewnętrznych etioplastów (Ryc. 4), na­
tomiast przypadku izolowanych PLB względna intensyw­
ność pasma fluorescencji z m aksim um  przy długości fali w 
zakresie 655-657 nm jest kilkukrotnie wyższa. Ekspozycja 
etiolowanego liścienia na błysk światła o czasie trwania 
rzędu milisekund pozwala wyróżnić dwie pule protochlo­
rofilidu. Szczyt fluorescencji przy długości fali 655-657 nm 
pochodzi od protochlorofilidu fotoaktywnego czyli zw iąza­
nego w kompleksy z LPOR i NADPH, i znika po zadzia­
łaniu krótkotrwałym błyskiem światła. Zamiast niego poja­
wia się szczyt fluorescencji z m aksim um  przy długości fali 
w  zakresie 688-692 nm  pochodzący od nowo utworzonego 
chlorofilidu (Ryc. 4), który również pozostaje w  kompleksie 
z LPOR i NADPL Osobną pulę Pchlidu stanowi tzw. Pchlid 
niefotoaktywny posiadający m aksim um  fluorescencji w 630 
nm, który nie ulega fotoredukcji w  tych warunkach, dlate­
go w widm ie fluorescencji po oświetleniu błyskiem światła 
nadal obserwuje się pasmo fluorescencji z m aksim um  przy 
długości fali 630 nm  (Ryc. 4).

Dokładna analiza składowych gaussowskich w idm  flu­
orescencji liści kilku gatunków roślin oraz izolowanych błon 
etioplastów pozwoliła na wyróżnienie czterech powszechnie
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Długość fali [nm]

Rycina 4. W idm o fluorescencji etioplastów  liści pszenicy zm ierzone w tem pera­
turze  77 K (linia czarna) oraz w idm o uzyskane po oświetleniu etioplastów  bły­
skiem  światła (~ms, linia czerwona). Próbkę w zbudzano  światłem  o długości fali 
440 nm.

występujących form Pchlidu: Pchlid630, PchlidM5, Pchlidh__ i 
Pchlid^ , gdzie wskaźnik dolny oznacza położenie maksi­
m um  fluorescencji w temperaturze 77 K odpowiedniej skła­
dowej gaussowskiej widma [3,54], Formy spektralne Pchlidh__ 
i Pchlid^- pochodzą od fotoaktywnych kompleksów Pchli- 
d:LPOR:NADPH zgromadzonych w  PLB w postaci oligome­
rów o różnym stopniu agregacji. Należy podkreślić, że forma 
P ch lid^  zazwyczaj jest niewidoczna w widmie fluorescencji 
etiolowanego materiału (Ryc. 4), a jej obecność można stwier­
dzić na podstawie rozkładu widm a na składowe gaussow­
skie [54], Pchlid630 obserwowany zarówno w PLB, jak i pro- 
tylakoidach pochodzi od protochlorofilidu oraz niewielkiej 
ilości protochlorofilu (Pchl) niezwiązanych w fotoaktywne 
kompleksy z LPOR. P ch lid^  pochodzi prawdopodobnie od 
agregatów Pchlidu. Ostatno sugeruje się obecność większej 
liczby form protochlorofilidu w etiolowanym materiale ro­
ślinnym; co najmniej pięć form protochlorofilidu niefotoak- 
tywnego i trzy formy protochlorofilidu fotoaktywnego [7,8], 
Prawdopodobne pochodzenie różnych form spektralnych 
protochlorofilidu i zakres położenia odpowiednich maksi­
mów fluorescencji przedstawiono na Ryc. 5. Spektralna he- 
terogenność protochlorofilidu jest wynikiem [3,7,22,48]: (1) 
różnic w  wielkości oligomerów kompleksów Pchlid:LPO- 
R:NADPH, (2) tego czy w kompleksach protochlorofilidu 
i LPOR występuje NADPH lub NADP+, co wywołuje nie­
wielkie przesunięcie maksimum fluorescencji. W pierwszym 
przypadku kompleksy Pchlid:LPOR:NADPH są fotoaktyw­
ne, w drugim  fotoredukcja protochlorofilidu nie zachodzi. 
Dodatkowo heterogenność spektralna jest skutkiem (3) obec­
ności protochlorofilidu i Pchl w formie niezwiązanej z LPOR.

Zanik fluorescencji protochlorofilidu ma charakter złożony 
zarówno w etiolowanych liściach [55], jak i izolowanych bło­
nach wewnętrznych etioplastów [56], Na podstawie analizy 
porównawczej składowych gaussowskich widma fluorescen­
cji i czasu zaniku fluorescencji stwierdzono, że Pchlid^. cha­
rakteryzuje się występowaniem dwóch składowych 0,25 ns i 
2-5 ns oraz 0,7 ns i 4,0 ns odpowiednio w  temperaturze 288 i 
77 K [56]. Pchlid633 posiada charakterystyczny czas zaniku flu­
orescencji rzędu 5-5,5 ns. Podobne czasy zaniku fluorescencji 
obserwowano dla etiolowanych liści czterech roślin w  tempe­
raturze 77 K, ale dodatkowo obserwowano krótką składową
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Rycina 5. M odel różnych spektralnych form  protochlorofilidu obserw ow anych w 
etiolow anym  m ateriale roślinnym  z uw zględnieniem  ich w ystępow ania w  PLB i 
PT. Kompleksy Pchlid:LPOR:NADPH um ow nie  przedstaw iono w  form ie m ono­
m erów , dim erów  i tetram erów , choć dokładna ich stechiometria nie jest znana.

czasu zaniku fluorescencji dla Pchlidu633 [55], co odzwierciedla 
transfer energii wzbudzenia między cząsteczkami protochlo­
rofilidu [3]. Uzyskane wyniki stanowią przybliżenie stanu rze­
czywistego, gdyż mnogość form spektralnych protochlorofili­
du i niewielka różnica między położeniem ich pasm absorpcji i 
emisji, jak również przekaz energii wzbudzenia uniemożliwia­
ją selektywne wzbudzenie i pomiar zaniku fluorescencji jednej 
tylko formy protochlorofilidu.

S T A B IL N O Ś Ć  F O T O A K T Y W N E G O  

P R O T O C H L O R O F IL ID U  I ST R U K T U R Y  PLB W  

IZ O L O W A N Y C H  B Ł O N A C H  E T IO P L A ST Ó W

Stabilność długofalowej formy Pchlid655, pochodzącej od 
zagregowanych fotoaktywnych kompleksów Pchlid:LPO- 
R:NADPH w izolowanych błonach etioplastów, silnie zale­
ży od stężenia NADPH [57] oraz temperatury [58], Podczas 
ogrzewania izolowanych błon wewnętrznych etioplastów od 
temperatury 278 K (5°C) obserwowano stałą intensywność 
fluorescencji przy długości fali 655 nm (Pchlid655), następnie 
w przedziale temperatur między 298-311 K (25-38°C) wolny 
spadek tej intensywności z jednoczesnym wzrostem intensyw­
ności fluorescencji przy 630-633 nm (Pchlid630). Przy dalszym 
podnoszeniu temperatury obserwowano szybkie zmiany tych 
intensywności do osiągnięcia temperatury 323 K (50°C), przy 
której następowała ostateczna, nieodwracalna utrata fotoak- 
tywności preparatu [58]. Jony metali ciężkich również powo­
dują przekształcenie Pchlid655 do nie ulegającego redukcji pod 
wpływem błysku światła Pchlid630 [59,60] i mogą przyczyniać 
się do zburzenia regularnej struktury PLB [61]. Podobnie dzia­
ła obniżenie pH roztworu oraz obecność niektórych soli nie­
organicznych np. KJ, KC1, MgCl2 [50,62], Dodanie NADPH 
w niektórych przypadkach częściowo hamuje obserwowane 
zmiany [59,61]. Stosowane jony metali ciężkich mogą oddzia­
ływać ze składnikami fotoaktywnych kompleksów Pchlid:L- 
POR:NADPH w zależności od ich natury chemicznej poprzez 
(1) utlenienie NADPH; (2) oddziaływanie z grupami SH reszt 
Cys w białku LPOR, niezbędnych do utrzymania jego aktyw­
ności katalitycznej [24]; (3) degradaqę protochlorofilidu w 
kompleksach; (4) oddziaływanie ze składnikami błony [59- 
61]. W innej pracy zasugerowano, że bezpośrednią przyczyną
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degradacji PLB w wyniku działania soli lub obniżonego pH 
może być zmiana właściwości elektrostatycznych błon PLB, a 
nie oddziaływanie bezpośrednie ze składnikami fotoaktyw- 
nych kompleksów [62].

Wielu autorów sugeruje, że wysoki stosunek intensywności 
fluorescencji przy długości fali 655 nm i 630 nm, świadczący
0 obecność dużych ilości formy P c h lid ^  może być wskaźni­
kiem utrzymania regularnej struktury PLB, tym samym dobrej 
jakości uzyskanego preparatu izolowanych błon wewnętrz­
nych etioplastów lub oczyszczonych PLB [22,47,50,57,61,63]. 
Ostatnio jednak zostało to zakwestionowane przez badaczy 
[62], którzy zaobserwowali, że stosując milimolowe stężenia 
soli (m.in. KJ, KC1, MgCl2) można doprowadzić do zburzenia 
regularnej struktury PLB, bez zmian widma absorpcji prepa­
ratu PLB izolowanych z etiolowanych liści kukurydzy (Zea 
mays). Wynik ten wymaga potwierdzenia dla innych prepa­
ratów i dokładnej analizy wpływu poszczególnych składni­
ków stosowanej przez autorów mieszaniny reakcyjnej, gdyż 
w  innych pracach [60,61] pokazano, że podobne stężenia soli 
powodowały jednocześnie zburzenie struktury PLB, jak i za­
nik fluorescencji Pchlid^.. Ustalenie czynników niezbędnych 
do zachowania regularnej struktury PLB i zdolności do fotore- 
dukcji zgromadzonego w nich protochlorofilidu, jak również 
rozpracowanie mechanizmu rozpadu PLB i zaniku fotoredu- 
kowalności wymaga jeszcze wyjaśnienia.

Dotychczas ukazały się dwie prace dotyczące próby od­
tworzenia Pchlidb-- w  preparacie zawierającym jedynie 
krótkofalowe formy protochlorofilidu, charakteryzujące się 
m aksim um  fluorescencji przy długości fali 630-640 nm. Po­
jawienie się fluorescencji Pchlid655 i regularnych struktur PLB 
obserwowano w homogenacie epikotyli grochu (P. sativum) 
pod wpływem  sacharozy i glicerolu [63]. Glicerol z dodat­
kiem lipidów plastydowych spowodował też przesunięcie 
m aksim um  fluorescencji w stronę fal dłuższych w przypad­
ku fotoaktywnych kompleksów uzyskanych dla Zn-Pchlid i 
LPOR izolowanej z etioplastów owsa (A. sativa, [64]).

W Ł A Ś C IW O Ś C I FO TO FIZ Y C Z N E
P R O T O C H L O R O F IL ID U  W  U K Ł A D A C H  M O D E L O W Y C H

Poznanie właściwości fotofizycznych protochlorofilidu w 
układach modelowych takich jak rozpuszczalniki organiczne, 
micele, liposomy, filmy stanowi dobre odniesienie do warun­
ków in vivo. Maksimum absorpcji protochlorofilidu w roz­
puszczalnikach organicznych obserwowano w zakresie dłu­
gości fal 433-451 nm dla pasma Soreta i 623-633 nm  dla pasma 
Q, natomiast maksimum fluorescencji występowało w zakre­
sie 626-642 nm [65], Przesunięcie Stokesa, zdefiniowane jako 
różnica między położeniem maksimum absorpcji w  paśmie Q
1 maksimum fluorescencji, wynosiło 50-300 cm-1, co świadczy
0 niewielkim wpływie oddziaływań niespecyficznych (za­
leżnych od stałej dielektrycznej i współczynnika załamania 
światła) cząsteczek protochlorofilidu z cząsteczkami rozpusz­
czalnika. Czas zaniku fluorescencji zmieniał się w  przedziale 
między 5,2 ± 0,1 ns dla dioksanu i 3,5 ± 0,1 ns dla metanolu, 
a ponadto był krótszy w rozpuszczalnikach protycznych niż 
w  aprotycznych o podobnej polaryzowalności, np. etanolu
1 acetonie lub metanolu i acetonitrylu [65,66]. Dodatek wody 
do metanolu powodował dalsze skrócenie czasu zaniku flu­
orescencji i przesunięcie maksimum fluorescencji w  stronę fal

dłuższych [65], Wpływ wiązań wodorowych między cząstecz­
kami protochlorofilidu i rozpuszczalnika na parametry spek­
tralne tego barwnika został teoretycznie wyjaśniony [67],

W ostatnich latach podjęto również próbę analizy dyna­
miki wzbudzonej cząsteczki protochlorofilidu w skali piko- 
sekundowej i wyznaczono charakterystyczne stałe czasowe 
zaniku stanu wzbudzonego [68-70], Pokazano, że w zbudzo­
na cząsteczka protochlorofilidu w metanolu może osiągnąć 
dwa zrelaksowane wzbudzone stany elektronowe: stan S1 i 
stan SICT odpowiadający wewnątrzcząsteczkowemu rozdzia­
łowi ładunku. Cząsteczka protochlorofilidu w stanie S1 może 
powrócić do stanu podstawowego SQ poprzez fluorescencję z 
charakterystyczną stałą czasową zaniku 3,4-3,5 ns [65,69-71 ] 
lub może ulegać przejściu międzysystemowemu do stanu T4 
[70]. W rozpuszczalniku niepolamym (cykloheksan) obser­
wowano jedynie fluorescencję związaną z przejściem S1—>S0 i 
nie obserwowano stanu SIcr Stałe czasowe deekscytacji stanu 
S]cr wyznaczone w metanolu [71] są zgodne ze stałymi kine­
tyki reakcji fotoredukcji protochlorofilidu [5], co jest podsta­
w ą do postawienia hipotezy o udziale stanu SICT w zbudzo­
nego protochlorofilidu w reakcji fotoredukcji Pchlid—»Chlid.

P O D S U M O W A N IE

W niniejszym artykule przedstawiono aktualny stan wiedzy 
na temat reakcji fotoredukcji Pchlid—»Chlid charakterystycz­
nej dla roślin okrytonasiennych. Rośliny te, stojące na szczycie 
ewolucyjnym królestwa roślin, prowadzą biosyntezę chlorofi­
lidu w sposób zależny od światła, a jednocześnie reakcja foto­
redukcji protochlorofilidu stanowi jeden ze sposobów regulacji 
światłem biosyntezy aparatu fotosyntetycznego i rozwoju rośli­
ny. Dlatego wyjaśnienie mechanizmu tej reakcji i wywoływa­
nych przezeń zmian w strukturze plastydów jest niezbędne do 
zrozumienia złożonego procesu wzrostu roślin. Prowadzone 
obecnie badania można pogrupować następująco: (1) badanie 
nad białkiem LPOR i mechanizmem reakcji którą katalizuje, (2) 
wyjaśnienie związku przyczynowo-skutkowego między struk­
turą błon wewnętrznych etioplastów, a zawartością LPOR i 
Pchlidu oraz ich wzajemnym ułożeniem i oddziaływaniem,
(3) wyjaśnienie mechanizmów przemian indukowanych świa­
tłem. Znanych jest coraz więcej elementów tej mozaiki, ale jej 
złożenie w  całość w  chwili obecnej nie jest możliwe.
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A B S T R A C T

One of the final reactions of chlorophyll (Chi) biosynthesis, e.g: photoreduction of protochlorophyllide (Pchlid) to chlorophyllide (Chlid) is a 
light-induced process in Angiosperm plants and it is catalyzed by light-dependent NADPH-Pchlid oxidoreductase (1.3.1.33; LPOR). In dark­
ness, Chi biosynthesis is stopped at the stage of Pchlid formation. Seedlings and plastids develop according to a different pattern than that 
observed in the light. Moreover, synthesis of some proteins of the photosynthetic apparatus is inhibited. Light triggers the Pchlid photore­
duction to Chlid, which induces the cascade of biochemical reactions and structural changes leading to the assem bly of thylakoid membranes. 
In the present paper, the current knowledge on LPOR protein, mechanism of Pchlid to Chlid photoreduction, the role of lipid structure in 
etioplasts as w ell as spectral properties of Pchlid in etiolated seedlings and model systems is summarized.
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Aktywność chitynolityczna bakterii

ST R E SZ C Z E N IE

Bak terie  chitynolityczne pe łn ią  isto tną  rolę w  procesie degradacji chityny, jednego z 
najbardzie j rozpow szechnionych b iopolim erów  w  przyrodzie. Syntetyzują one b iałka 

enzym atyczne, katalizujące hydrolizę  w iązań  P-l,4-glikozydow ych w polim erach chityny, 
p rzekształcając trudnodostępne  źródło  węgla, jak im  jest chityna, w  łatw o przysw ajalne, 
n iskocząsteczkow e zw iązki. Badania nad bak tery jnym i enzym am i chitynolotycznym i są 
stym ulow ane potrzebam i m edycyny, rolnictw a i n iektórych gałęzi p rzem ysłu  W  oparciu  o 
specyficzność substratow ą, a także na podstaw ie p odob ieństw  sekw encji reszt am inokw a- 
sow ych zaproponow ano klasyfikację tych enzym ów . D zięki w ykorzystan iu  technik  krysta ­
lografii ren tgenow skiej i spek troskopii NM R poznano  stru k tu rę  p rzestrzenną n iektórych 
chitynaz, co um ożliw iło  częściowe w yjaśn ien ie  ich m echanizm ów  kata lizy  enzym atycznej. 
O grom ny postęp  technik  biologii m olekularnej um ożliw ia  dalsze badania  skupiające się 
obecnie w  głów nej m ierze na regulacji i ekspresji genów  w arunkujących  aktyw ność chity- 
nolityczną bakterii.

W P R O W A D Z E N IE

Wiele organizm ów syntetyzuje enzymy chitynolityczne, które w  zależności 
od fizjologii i potrzeb naturalnych producentów, pełnią różnorodne funkcje. 
Chitynolityczne mikroorganizmy takie jak bakterie i grzyby strzępkowe w y­
korzystują chitynę jako źródło składników pokarm owych [1]. Przeprow adzany 
przez drobnoustroje proces hydrolizy chityny zawartej w detrytusie jest istot­
nym elementem obiegu pierwiastków w przyrodzie, co wskazuje na ekologicz­
ną rolę m ikroorganizm ów chitynolitycznych [2], W przypadku organizmów, u 
których chityna jest elementem strukturalnym , enzymy chitynolityczne mogą 
brać udział w  ich wzroście i morfogenezie. Mogą one umożliwiać m. in. podziały 
komórkowe drożdży, kiełkowanie zarodników i wzrost strzępek grzybów czy 
przeobrażenie owadów [3,4]. Roślinne enzymy degradujące chitynę stanowią 
ważny element mechanizmów obronnych skierowanych przeciwko patogenom 
grzybowym  [5], Analogiczną rolę zaproponow ano dla chitynaz ssaków o ak­
tywności przeciwgrzybowej [6], Zdolność do syntezy enzym ów chitynolitycz­
nych stwierdzono również u wirusów, gdzie białka te zaliczane są do czynni­
ków wirulencji [7],

W śród opisanych dotychczas enzym ów chitynolitycznych szczególnym zain­
teresowaniem cieszą się białka pochodzenia bakteryjnego. Celem niniejszej p ra ­
cy jest przegląd dotychczasowej wiedzy na tem at charakterystyki biochemicznej 
i molekularnej oraz praktycznego zastosowania bakteryjnych enzymów chity­
nolitycznych w  przemyśle, rolnictwie i medycynie.

C H A R A K T E R Y S T Y K A  F IZ Y K O C H E M IC Z N A  

C H IT Y N Y  I JEJ W Y ST Ę P O W A N IE

Chityna jest jednym  z najpowszechniej występujących polimerów natural­
nych. Jest to wysokocząsteczkowy, liniowy polisacharyd zbudow any z reszt
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Rycina 1. Budowa hom opolim eru chityny. 
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P-N-acetylo-D-glukozaminy (GlcNAc) połączonych wiąza­
niami p-l,4-glikozydowymi (Ryc. 1), pod względem  struk­
tury  chemicznej przypominający celulozę. Obecność grupy 
acetamidowej -N H CO CH , przy drugim  węglu w pierście­
niu reszty cukrowej sprawia, że chityna jest dla wielu mi­
kroorganizm ów  nie tylko źródłem węgla, ale także azotu. 
Sąsiadujące cząsteczki liniowych polimerów połączone są 
w iązaniam i wodorowymi, co w arunkuje dużą w ytrzym a­
łość chityny. W zależności od pochodzenia i metody po­
zyskiwania charakteryzuje ją różny stopień deacetylacji. 
Często występuje w  połączeniach z innymi polimerami, np. 
P-glukanami, czy białkami. W przyrodzie jest spotykana w 
trzech formach krystalicznych [8]:

— a-chityna -  łańcuchy polimerów ułożone są antyrówno- 
legle, co sprzyja tworzeniu się miedzy nimi silnych wiązań 
wodorowych; najbardziej stabilna i najczęściej spotykana 
forma, nierozpuszczalna w wodzie;
— P-chityna -  łańcuchy polimerów ułożone są równolegle, 
w  większej odległości od siebie niż w formie a , co pow o­
duje tworzenie słabszych wiązań wodorowych, wykazuje 
niewielkie powinowactwo do wody;
— y-chityna -  układ mieszany.

Ze względu na swoją trwałość chityna stanowi ważny 
składnik ścian komórkowych grzybów i glonów, jest także 
budulcem  powłok nicieni i mięczaków oraz zewnętrznych 
szkieletów stawonogów, np. skorupiaków i owadów, któ­
rym, głównie jako kompleks chitynowo-białkowy wysyco- 
ny solami wapnia, zapewnia wysoką wytrzymałość mecha­
niczną. Nie stwierdzono jej w ystępowania u roślin, kręgow­
ców i organizm ów prokariotycznych.

K L A SY FIK A C JA  BAK TERY JNY C H  BIAŁEK  

D E G R A D U J Ą C Y C H  C H IT Y N Ę

Rozkład chityny jest stopniowym  procesem, w który za­
angażow ane są enzymy chitynolityczne należące do pod- 
klasy hydrolaz O-glikozydowych. Ich działanie może być 
w spom agane przez białka wiążące chitynę (CBP), które nie 
w ykazują aktywności enzymatycznej, ale przyłączając się 
do chityny modyfikują jej strukturę krystaliczną, co zwięk­
sza dostępność substratu dla enzymów [9].

W w yniku hydrolitycznej aktywności enzymów, od 
długich polimerów chityny odszczepiane są krótsze, roz­
puszczalne w wodzie oligomery o małej masie cząstecz­
kowej, np. N-acetylochitoheksoza, N-acetylochitotetraoza, 
N-acetylochitotrioza. W kolejnych etapach N-ac- 
etylochitooligosacharydy ulegają hydrolizie do poje­
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dynczych cząsteczek p-N-acetylo-D-glukozaminy [10], 
Końcowe produkty rozkładu chityny są następnie prze­
kształcane przez bakterie w octan, amoniak i fruktozo-6- 
fosforan [U]. Ze względu na położenie hydrolizowanego 
wiązania, chitynazy (EC.3.2.1.14) można ogólnie podzielić 
na [12] endochitynazy, które hydrolizują losowe w iąza­
nia położone wew nątrz łańcucha, odszczepiając N-ac- 
etylochitooligosacharydy i egzochitynazy -  odszczepiają 
dwucukier chitobiozę (niektóre źródła podają, że także chi- 
totriozę) od redukującego lub nieredukującego końca łań­
cucha chityny.

Dawniej wyróżniano dodatkowo dw a typy enzymów: 
chitobiazę odpowiedzialną za hydrolizę chitobiozy oraz 
P-N-acetyloglukozaminidazę, odszczepiającą monom ery 
P-N-acetylo-D-glukozaminy. Obecnie, według nom enkla­
tury ustalonej przez Komitet Nazewnictwa M iędzynaro­
dowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej (IUBMB), oba 
typy enzymów zostały włączone do wspólnej g rupy p-N- 
acetyloheksozaminidaz (EC.3.2.1.52) (Tab. 1)

W 1991 roku [13] zaproponow ano podział hydrolaz gli- 
kozydowych na 35 rodzin w  oparciu o podobieństwo ich

sekwencji reszt am inokw a­
sowych. A ktualizowana 
przez ostatnie lata baza in­
formacji o enzym ach [14], 
będąca kontynuacją tej li­
sty, obecnie stanowi ważne 
uzupełnienie nom enkla­
tury wprowadzonej przez 
IUBMB, której podstaw ą 
jest głównie specyficzność 
substratowa. Podobieństwo 
sekwencji reszt am inokw a­
sowych i bezpośrednio z 

nią związany sposób pofałdowania białek odzwierciedla 
cechy strukturalne enzymów i stanowi cenne źródło in­
formacji przy wyjaśnianiu molekularnych mechanizmów 
działania oraz powiązań ewolucyjnych między poszcze­
gólnymi hydrolazami. Dotychczas wyróżniono 115 rodzin 
hydrolaz glikozydowych, w  tym trzy, do których zalicza 
się enzymy chitynolityczne: rodzinę 18, 19 i 20. Enzymy 
zgrupow ane w danej rodzinie posiadają charakterystyczne 
dla niej zachowane w ewolucji motywy w domenie katali­
tycznej. Rodzina 18 obejmuje endo- i egzochitynazy pocho­
dzące z różnych źródeł takich jak wirusy, archaea, grzyby, 
rośliny, bezkręgowce i kręgowce, ale przeważają w  niej en­
zymy bakteryjne. Chitynazy z rodziny 19 początkowo od ­
naleziono jedynie u roślin wyższych, a dopiero później u 
bakterii, głównie należących do rodzaju Streptomyces. p-N- 
acetyloglukozaminidazy i chitobiazy osobno wyróżniane w 
dawnej klasyfikacji obecnie włączono do rodziny 20. W ięk­
szość bakterii syntetyzuje chitynazy należące tylko do ro­
dziny 18, ale niektóre szczepy wytwarzają także enzym y z 
pozostałych dwóch rodzin. Przykłady podano w tabeli 2.

S T R U K T U R A  T R Z E C IO R Z Ę D O W A  

E N Z Y M Ó W  C H IT Y N O L IT Y C Z N Y C H

Dzięki w ykorzystan iu  technik krystalografii ren tge ­
nowskiej i spektroskopii NMR poznano tró jw ym iarow e
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T abela  1. Obecna i daw na nom enklatura enzym ów  chitynolitycznych w edług IUBMB.

Położenie hydrolizow anego w iązania N om enklatura wg IUBMB

Losowe wiązania w  polimerach chityny chitynaza EC.3.2.1.14

Term inalnie, przy nieredukującym  końcu łańcucha
P-N-acetyloheksozam inidaza EC.3.2.1.52, dawniej: 
chitobiaza EC.3.2.1.29 
P-N -acetyloglukozam inidaza EC.3.2.1.30
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Tabela2. Przykłady bakteryjnych enzym ów  chitynolitycznych należących do różnych rodzin  hydrolaz glikozydowych.

O rganizm Enzym  chitynolityczny Rodzina Piśm iennictwo

Bacillus cereus CH ChiA, ChiB 18 [15]

Burkholderia gladioli CHB101 ChiA 18 [16]

ChiB 19 [16]

Serratia marcescens 2170 ChiA, ChiB, ChiC 18 [17]

Chb 20 [18]

Streptomyces coelicolor A3(2) ChiA, ChiB, ChiC, ChiD, ChiE, ChiH 18 [19]

ChiG, ChiF 19 [19]

Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 Chi30, Chi40 18 [20,21]

Chi25, Chi35 19 [22]

NagB, NagC 20 [23,24]

Vibrio harveyi B392 ChiA 18 [25]

Chb 20 [26]

s truk tu ry  niektórych bakteryjnych enzym ów  chitynoli­
tycznych. W szelkie informacje na ich tem at zgrom adzone 
są w pow szechnie dostępnych, internetow ych bankach 
danych, co um ożliw ia analizę porów naw czą i identyfika­
cję różnych dom en zachow anych w ewolucji na p o dsta ­
wie znanej sekwencji reszt am inokw asow ych badanego 
enzym u [27-29],

O pisane dotychczas białka enzym atyczne d eg rad u ­
jące chitynę składają się z co najmniej jednej dom eny 
białkowej. G łów ną rolę w procesie hydro lizy  chityny 
odgryw a dom ena katalityczna enzym u (CatD), która za ­
w iera zachow ane w ewolucji m otyw y charakterystycz­
ne dla 18, 19 lub 20 rodziny hydro laz  glikozydow ych. 
D om eny katalityczne enzym ów  chitynolitycznych nale ­
żących do różnych rodzin  nie w ykazują znaczących po ­
dobieństw  w  sekwencji reszt am inokw asow ych. Różni 
je także struk tu ra  przestrzenna. D om eny katalityczne 
chitynaz z rodziny 19, jak np. ChiC Streptomyces griseus 
HUT6037 oraz ChiG Streptomyces coelicolor A3(2) są boga­
te w struk tu ry  a-helikalne [27,28], podczas gdy dom ena 
katalityczna chitynaz z rodziny 18, podobnie  jak (3-N- 
acetyloheksozam inidaz z rodziny 20, ma struk tu rę  be­
czułki (P /a )8, najczęściej z pod łużną  szczeliną tw orzącą 
centrum  aktyw ne enzym u. Uw zględniając filogenetyczne 
zw iązki m iędzy dom enam i katalitycznym i chitynaz n a ­
leżących do rodziny 18 podzielono ją dalej na 3 podro- 
dziny: A, B oraz C [29]. Do tej pory  opublikow ano dane 
o s truk tu rze  przestrzennej zaledw ie kilku chitynaz bak ­
teryjnych z rodziny  18, a m ianowicie C hiA l Bacillus cir­
culons Wl-12, ChiA i ChiB Serratia marcescens QMB1466 
oraz ChiA Vibrio harveyi, p rzy  czym każda z tych chitynaz 
należy do podrodziny  A [30], D om ena katalityczna ChiA 
Serratia marcescens QMB1466 oraz ChiA Vibrio harveyi po ­
siada insercję w  postaci małej dodatkow ej dom eny a+ p  
pogłębiającej szczelinę centrum  aktyw nego [31,32], zaś 
dom ena katalityczna C hiA l Bacillus circulons Wl-12 za ­
w iera dw ie małe insercyjne dom eny p [33]. W szczelinie 
cen trum  aktyw nego ChiA S. marcescens QMB1466 oraz 
C hiA l B. circulons Wl-12 znajdują się reszty am inokw a­
sów arom atycznych, które uczestniczą w procesie h y d ro ­
lizy substra tu  [30].
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Kolejną dom eną 
charakterystyczną dla 
bakteryjnych enzym ów  
chitynolitycznych jest 
dom ena wiążąca chity­
nę (ChBD). C-końcową 
dom enę ChBD z identy ­
fikowano m.in. u enzy­
mów ChiB Clostridium 
paraputrificum M21 [34], 
ChiA l B. circulons WL- 
12 [35], ChiC S. mar­
cescens 2170 [29], zaś 
N-term inalną u ChiC S. 
griseus HUT 6037 [27] 
czy ChiA Stenotropho- 
monas maltophilia 34S1 
[36], Badania z w yko ­
rzystaniem  rekom bi- 
now anych chitynaz 

pozbaw ionych ChBD wykazały w yraźny spadek w ydaj­
ności w iązania różnych rodzajów chityny (nieprzetwa- 
rzanej, koloidalnej, glikolowej), co wskazuje na kluczow ą 
rolę ChBD w tym procesie [34,35], Chitynazy pozbaw ione 
ChBD nadal posiadały ograniczoną zdolność do w iązania 
substratu, co przypuszczalnie wynika z niewielkiego po ­
w inow actw a dom eny katalitycznej do nieprzetworzonej 
chityny. W m echanizm  wiązania chityny praw dopodobnie  
zaangażow ane są reszty am inokw asów  arom atycznych ta ­
kich jak tryptofan czy tyrozyna, które są eksponow ane na 
powierzchni ChBD [29,34].

Analiza porów naw cza sekwencji reszt am inokw aso­
wych chitynaz z sekwencjami innych białek w ykazała, 
że wiele enzym ów  chitynolitycznych, m iędzy dom eną 
katalityczną a dom eną wiążącą chitynę, posiada rejony o 
w yraźnym  podobieństw ie sekwencji reszt am inokw aso­
wych do m odułu  typu III fibronektyny [29,35,36], a także 
do dom eny kadheryny [34]. Fibronektyna i kadheryna to 
eukariotyczne białka uczestniczące w procesach adhezji 
komórkowej, jednak rejony chitynaz bakteryjnych w yka ­
zujące podobieństw o sekwencji reszt am inokw asow ych 
do ich m odułów  nie pełnią funkcji związanej z adhezją 
enzym u do substratu, a ich rola nie jest dotąd jednoznacz­
nie wyjaśniona. C hiA l B. circulons WL-12 posiada tan d e ­
m owo pow tórzone, złożone z 95 reszt am inokw asow ych, 
sekwencje R-l i R-2, homologiczne do m odułów  typu  III 
fibronektyny. Ich usunięcie nie miało żadnego w pływ u na 
zdolność do wiązania chityny, ale zauw ażalnie obniżyło 
chitynolityczną aktywność C hiA l w zględem  chityny kolo­
idalnej, co może świadczyć o ich roli w degradacji chityny 
przez enzym  już związany z substratem  [35]. Podobnie jest 
w  przypadku  dom en typu kadheryny u C. paraputrificum 
M21. A utorzy sugerują także strukturalną funkcję wyżej 
opisanych domen, polegającą na zapew nieniu optymalnej 
odległości i orientacji m iędzy CatD a ChBD.

Poza wyżej opisanymi bakteryjne enzymy chitynolitycz- 
ne mogą zawierać inne dom eny białkowe, jak np. dom enę 
PKD [36], charakterystyczną dla policystyny, białka błony 
komórkowej zwierząt. Dotychczas nie wyjaśniono, jaką rolę
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Rycina 2. Organizacja dom en białkowych w  przykładow ych chitynazach bakterii [80,81],

dom ena PKD spełnia u bakterii. Organizację dom en białko­
w ych w  przykładowych chitynazach bakteryjnych przed­
stawiono schematycznie na rycinie 2.

K A T A L IT Y C Z N Y  M E C H A N IZ M  

C H IT Y N A Z  BAK TERY JNY C H

Proces degradacji chityny prow adzi do powstania pro­
duktów  o dwóch możliwych konfiguracjach, a  lub (3, przy 
czym forma (3 jest zwykle dominująca. Hydroliza wiązania 
P-l,4-glikozydowego zachodzi na drodze ogólnej katalizy 
kwasowej, która wym aga obecności dwóch grup katali­
tycznych: donora protonów oraz nukleofila. W zależności 
od ich przestrzennej pozycji może ona przebiegać zgodnie 
z dw om a różnymi mechanizmami prowadzącym i do reten­
cji lub inwersji konfiguracji powstałych anom erów [37,38] 
przy czym retencja jest zjawiskiem charakterystycznym dla 
większości chitynaz bakteryjnych.

W p rzypadku  hydrolaz glikozydowych z rodziny 18 i 
20 stereochemiczny przebieg reakcji zachodzi z retencją 
konfiguracji anomerycznej. Katalitycznym donorem  pro ­
tonów  jest tu reszta kw asu glutam inow ego enzym u, zaś 
nukleofilem jest tlen karbonylowy z grupy acetamidowej 
przyłączonej do drugiego węgla w  pierścieniu reszty p-N- 
acetylo-D-glukozaminy substratu  [39], Ponieważ nukleofil 
nie jest dostarczany przez enzym, tylko przez substrat, 
reakcja przebiega zgodnie z m echanizm em  podwójnej 
wym iany. Zgodnie z proponow anym  m echanizm em  kata­
litycznym dla egzochitynazy ChiB Serratia marcescens [40] 
po zw iązaniu  do substratu  dochodzi do zniekształcenia 
pierścienia reszty cukrowej w  pozycji -1, co u łatw ia dalszy 
przebieg reakcji. Tlen glikozydowy ulega protonacji przez 
resztę kw asu glutam inowego, po czym następuje atak nu- 
kleofilowy na anom eryczny atom węgla Cl. Powstały w 
ten sposób pośredni jon oksazolinowy (ang. oxazolinium 
ion), ulega hydrolizie przy udziale cząsteczki w ody, a uzy ­
skany p roduk t ma tę samą konfigurację anom eryczną co 
substrat.
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Reakcje katalizowane przez chitynazy z ro­
dziny 19 przebiegają z inwersją konfiguracji 
anomerycznej. Badacze korzystając z techniki 
RP-HPLC wykazali, że w początkowej fazie 
reakcji hydrolizy chitotetraozy przez chitynazę 
ChiC-1 Streptomyces gńseus HUT6037 dominu­
jący produkt stanowiła chitobioza w formie a- 
anomerycznej [41], Dopiero po 24 godzinach re- 
akq'i, w  wyniku mutarotacji, część a-chitobiozy 
przekształciła się w  formy (3. Początkowe na­
gromadzenie a-anomerów wskazuje na to, że 
ChiC działa wykorzystując mechanizm inwer­
sji konfiguracji anomerycznej. Mechanizm ten 
nie jest dobrze zbadany u bakterii, ale praw ­
dopodobnie uczestniczą w nim dwie odległe 
przestrzennie reszty kwasowe enzymu, które 
już bez udziału grupy acetamidowej cukru, 
umożliwiają cząsteczce wody bezpośredni atak 
nukelofiłowy na węgiel anomeryczny [41,42],

G E N Y  W A R U N K U JĄ C E  A K T Y W N O Ś Ć  

C H IT Y N O L IT Y C Z N Ą  BAK TERII

Geny kodujące bakteryjne enzymy chitynolityczne są zlo­
kalizowane na chromosomach. W genomie bakteryjnym 
może znajdować się tylko jeden gen kodujący chitynazę, jak 
np. chiA u S. maltophilia 34S1 [43] lub kilka, np. 6 genów u S. 
coelicolor A3(2) [19], co zwiększa efektywność degradaqi chi­
tyny. System chitynolityczny, który składa się z wielu białek 
enzymatycznych może być uwarunkowany przez niewielką 
liczbę genów, jak w przypadku szczepu bakterii Bacillus circu- 
lans WL-12, który wzrastając na podłożu z chityną syntetyzuje 
co najmniej 9 różnych izoform chitynaz kodowanych przez 3 
geny. Prekursorami tych enzymów są 3 białka, Pre-Al, Pre-Cl 
i Pre-Dl, kodowane odpowiednio przez geny chiAl, chiCl i 
chiDl. W wyniku potranslacyjnej obróbki proteolitycznej biał­
ko Pre-Al zostaje przekształcone w chitynazy Al, A2 i A3, 
białko Pre-Cl w chitynazy C l i C2, a białko Pre-Dl w chityna­
zy ChiDl, ChiD2, ChiBl i ChiB2 [44],

Ustalono, że ekspresja genów kodujących enzymy chityno­
lityczne podlega regulacji na poziomie transkrypcji. W przy­
padku regulacji negatywnej za represor syntezy enzymów chi- 
tynolitycznych uznaje się głównie glukozę, zaś rolę induktora 
pełni chityna oraz produkty jej degradacji [45,46]. Związek 
między metabolizowanym źródłem węgla a syntezą enzymów 
chitynolitycznych potwierdziły badania z zastosowaniem 
różnych substratów węglowych. Aktywność chitynolityczną 
wykrywano u bakterii, gdy hodowano je na podłożach zawie­
rających nieprzetwarzaną, koloidalną lub glikolową chitynę, 
a także (3-N-acetylo-D-glukozaminę, chitooligosacharydy czy 
ściany komórkowe niektórych gatunków grzybów. Brak lub 
śladowa aktywność enzymatyczna towarzyszyły hodowlom 
tych samych bakterii na podłożach, w  których źródłem węgla 
była glukoza czy laminarin [47,48]. Badania na poziomie mole­
kularnym potwierdziły udział dwuskładnikowych systemów 
regulacyjnych w regulaqi syntezy chitynaz m.in. u Pseudoal- 
teromonas piscicida 0 -7  oraz Streptomyces thermoviolaceus OPC- 
520. Systemy te składają się z dwóch białek: kinazy histydy- 
nowej oraz regulatora odpowiedzi. W odpowiedzi na sygnał 
pochodzący ze środowiska, czyli na obecność chityny lub jej
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pochodnych w podłożu hodowlanym, bakteryjna kinaza ule­
ga autofosforylacji w miejscu reszty histydyny, a następnie 
katalizuje reakcję przeniesienia grupy fosforanowej na resztę 
asparaginy w  sekwencji regulatora odpowiedzi. Ufosforylo- 
wany regulator odpowiedzi łączy się z sekwencją promotora 
aktywując transkrypcję genów kodujących chitynazę [49,50], 
Molekularne mechanizmy zaangażowane w kataboliczną re­
presję syntezy enzymów chitynolitycznych nie są dobrze po­
znane. Wykazano, że glukokinaza będąca produktem genu 
gik A  Streptomyces lividans TK24 uczestniczy w  represji gluko-

zowej, gdy w środowisku znajduje się chityna i glukoza [51]. 
Jednakże nie jest to mechanizm charakterystyczny dla wszyst­
kich bakterii z rodzaju Streptomyces. W przypadku szczepu S. 
coelicolor JW402 mutacja genu glkA nie miała żadnego wpływu 
na represję glukozową syntezy chitynazy Chi63, co wskazuje 
na istnienie różnych mechanizmów represji glukozowej u bak­
terii [52],

P O T E N C JA L N E  Z A S T O S O W A N IE  BAK TERY JNYC H  

E N Z Y M Ó W  C H IT Y N O L IT Y C Z N Y C H

CZYNNIKI BIOKONTROLI

Biologiczne czynniki ochrony roślin stanowią istotną alter­
natywę dla stosowanych obecnie toksycznych pestycydów. 
Chityna jest ważnym budulcem strukturalnym fitopatogenów 
grzybowych i owadzich szkodników, dlatego też enzymy chi­
tynolityczne mogą zostać wykorzystane w ich zwalczaniu. 
Rola chitynaz w biokontroli została wykazana podczas do­
świadczeń z udziałem izolowanych ze środowiska bakterii, 
konstruowanych mutantów bakteryjnych lub ich oczyszczo­
nych enzymów hamujących wzrost patogenów in vitro oraz 
in vivo. Zdolność do rozkładu chityny jest uważana za jeden z 
ważniejszych mechanizmów biokontroli, w  której mogą brać 
udział także inne metabolity bakterii, np. glukanazy, enzymy 
proteolityczne, antybiotyki i siderofory [36,47,57-59].

Wiele bakterii glebowych syntetyzuje chitynazy o ak­
tywności przeciwgrzybowej. Zaobserwowano, że rozwój 
fitopatogena Sclerotium rolfsii na nasionach fasoli był spo­
wolniony w obecności bakterii Serrada marcescens w  glebie. 
Zjawisko to przypisano głównie chitynolitycznej aktyw no­
ści S. marcescens, która prowadziła do lizy komórek grzy­
ba [47], Rola enzymów chitynolitycznych S. marcescens w 
degradacji strzępek S. rolfsii została potwierdzona w kolej­
nym  doświadczeniu, gdzie gen kodujący chitynazę Chi A 
w prow adzono do komórek E. coli, dzięki czemu uzyskano
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nadprodukcję enzymu. Po spryskaniu grzybni fitopatoge­
na, w  w arunkach laboratoryjnych, roztworem częściowo 
oczyszczonej chitynazy obserwowano rozerwanie szczyto­
wych części strzępek [53], Chitynazy bakteryjne nie działają 
w sposób uniwersalny na wszystkie patogeny grzybowe. 
Poziom zaham owania wzrostu jest uzależniony od gatunku 
grzyba i bakterii syntetyzującej chitynazy. Przykłady bakte­
rii biorących udział biokontroli określonych fitopatogenów 
grzybowych podano w  tabeli 3.

Bakteryjne enzy­
my chitynolityczne 
mogą także znaleźć 
zastosowanie jako 
potencjalne insekty­
cydy w połączeniu 
z innymi białkami o 
aktywności owado­
bójczej. W dotychcza­
sowych badaniach 
zaobserwowano, że 
toksyczne dla larw 
szkodników białka 
Cry (ó-endotoksyny) 
syntetyzowane przez 

bakterie Bacillus thuńngiensis stosowane w kombinacji chi- 
tynazami o wysokiej aktywności, wykazują synergistyczny 
efekt owadobójczy [10,60,61]. Współdziałanie 5-endotoksyn i 
chitynaz prawdopodobnie polega na tym, że enzymy uszka­
dzają chitynowe błony perytroficzne larw, co ułatwia wnika­
nie toksyn do głębszych tkanek owadów. Ponieważ ekspresja 
genów kodujących enzymy chitynolityczne B. thuńngiensis 
jest niska, podejmowano próby wprowadzenia do komórek 
B. thuńngiensis obcych genów bakteryjnych kodujących chi­
tynazy, m.in. genów Aeromonas hydrophila i Bacillus circulans 
No.4.1. Zmutowany szczep B. thuńngiensis subsp. aizawai 
niosący gen B. circulans No.4.1. wykazywał wyższą aktywność 
owadobójczą względem larw Lymantńa dispar niż szczep dzi­
ki oraz mutant z wprowadzonym genem A. hydrophila [62]. 
Wysoki poziom nadprodukqi chitynaz uzyskano poprzez 
wprowadzenie do komórek B. thuńngiensis Cry-B plazmidu 
ekspresyjnego niosącego sklonowany gen kodujący chityna­
zę B. thuńngiensis subsp. kuratsaki 4.0718, pozbawiony rejonu 
kodującego sekwencję sygnałową. Rekombinowane chitynazy 
gromadzone były w zarodnikujących komórkach B. thuńn­
giensis Cry B w formie sferycznych ciałek inkluzyjnych, które 
ze względu na dobrą rozpuszczalność i tolerancję zasadowego 
pH mogą być zastosowane w zwiększeniu toksyczności białek 
Cry względem larw szkodników Spodoptera exigua i Helicoverpa 
armígera [63].

POZYSKIWANIE PROTOPLASTÓW GRZYBÓW

Enzymy chitynolityczne są wykorzystywane w celu w y­
dajnego uzyskiwania protoplastów grzybów stosowanych 
w  biotechnologii [64], Rozkład ściany komórkowej grzybów 
przy udziale bakteryjnych chitynaz po raz pierwszy zaob­
serwował Skujins i wsp. podczas doświadczenia, w  któ­
rym  chitynaza Streptomyces w  połączeniu z [3-1,3-glukanazą 
efektywnie degradow ała ściany strzępek Aspergillus oryzae i 
Fusarium solani [65]. W spółdziałanie chitynaz z glukanaza- 
mi jest bardzo istotne w procesie formowania protoplastów
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Tabela 3. W ybrane gatunki bakterii syntetyzujące enzym y chitynolityczne o aktyw ności przeciwgrzybowej.

Bakteria Patogen Roślina (gospodarz) Piśm iennictwo

Aeromonas caviae Rhizoctonia solani baw ełna [54]

Fusarium oxysporum baw ełna [54]

Chromobacterium sp. C-61 Rhizoctonia solani bakłażan [55]

Enterobacter agglomerans IC1270 Rińzoctonia solani bawełna [56]

Lysobacter enzymogenes C3 Bipolaris sorokiniana kostrzew a trzcinow a [57]

Paenibacillus sp. 300 + Streptomyces sp. 385 Fusarium oxysporum ogórek [58]

Stenotrophomonas maltophilia 34S1 Magnaporthe poae wiechlina łąkow a [36]
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grzybowych ze w zględu na udział obu polisacharydów w 
ścianie komórkowej grzybów strzępkowych. Mieszanina 
chitynazy I i a-l,3-głukanazy wyizolowanych z płynu poho- 
dow lanego B. circulans KA-304 wykorzystywana jest w  celu 
uw alniania protoplastów Schizophyllum commune, podczas 
gdy enzym y stosowane osobno nie wykazują tej aktywności
[66]. Podobnie w  przypadku chitynazy A syntetyzowanej 
przez S. cyaneus SP-27, która może być w ykorzystywana do 
pozyskiwania protoplastów S. commune jedynie w  kombi­
nacji z a-l,3-glukanazą B. circulans KA-304 [67],

BIODEGRADACJA ODPADÓW 
ZAWIERAJĄCYCH CHITYNĘ

Przetwórstwo owoców morza na całym świecie dostar­
cza rocznie ogromnych ilości odpadów  bogatych w chity- 
nę, głównie w  postaci pancerzyków morskich skorupiaków 
takich jak kraby czy krewetki. Chitynolityczne mikroorga­
nizmy pełnią ważną rolę ekologiczną, która polega na efek­
tywnej degradacji tych odpadów na drodze enzymatycznego 
rozkładu trudnodostępnego źródła energii jakim jest nieroz­
puszczalna w wodzie chityna, do prostszych, wartościowych 
związków, np. chitooligosacharydów czy p-N-acetylo-D- 
glukozaminy. Rola chitynolitycznych bakterii i grzybów mi­
kroskopowych w utylizacji odpadów  krewetkowych była ba­
dana z wykorzystaniem izolowanych ze świeżych odpadów 
krewetkowych, które służyły bakteriom jako źródło chityny 
[68]. Aktywność chitynolityczną wyizolowanych drobno­
ustrojów badano metodą spektrofluorymetryczną z zastoso­
waniem syntetycznego substratu znakowanego fluoroforem 
MUF. Wykazano, że badane szczepy bakteryjne posiadały 
większą aktywność chitynolityczną względem odpadów 
krewetkowych niż szczepy grzybowe, mimo iż procentowy 
udział drugiej grupy mikroorganizmów w degradacji chity­
ny był znaczenie wyższy Podobne obserwacje poczyniono w 
przypadku szczepów bakterii wyizolowanych z gleb zlew­
ni Jeziora Chełmżyńskiego [69], Według autorów wyższa 
aktywność chitynaz bakteryjnych może wskazywać na ich 
większą efektywność w biodegradacji odpadów zawierają­
cych chitynę.

PRODUKCJA N-ACETYLOCHITOOLIGOSACHARYDÓW

Chitooligosacharydy pełnią wiele ważnych biologicznych 
funkcji. Wykazano, że N-acetylochitoheksoza posiada wła­
ściwości przeciwrakowe. Podanie N-acetylochitoheksozy 
grupie laboratoryjnych myszy ze zmianami nowotworowy­
mi spowodowało zahamowanie wzrostu nowotworu nawet 
o 44%. Podczas badań zaobserwowano zwiększony poziom 
syntezy cytokin IL-1 przez makrofagi i IL-2 przez komór­
ki śledziony myszy oraz wyższą aktywność limfocytów T 
cytotoksycznych [70]. Stosowanie N-acetylochitoheksozy 
zmniejszyło także ryzyko powstawania przerzutów u 
myszy z wszczepionym rakiem płuc Lewis'a [71]. N-ac- 
etylochitooligosacharydy powodują zahamowanie ekspresji 
genów kodujących E-selektynę w  komórkach śródbłonka 
naczyń krwionośnych, co utrudnia adhezję toczącym się 
leukocytom. Dzięki tym właściwościom oligomery chity­
ny mogą znaleźć zastosowanie jako substancje o działaniu 
przeciwzapalnym [72]. U organizmów roślinnych N-ac- 
etylooligosacharydy pełnią rolę elicitorów inicjujących me­
chanizmy obronne, w tym syntezę fitoaleksyn [73]. Indukcja
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mechanizmów obronnych może odbywać się poprzez akty­
wację fosfolipazy C (PLC) i fosfolipazy D (PLD), które stano­
wią istotny element przekazywania sygnałów u roślin [74],

N-acetylochitooligosacharydy można uzyskać na drodze 
chemicznej hydrolizy kwasowej, jednakże stosowane są 
też metody enzymatyczne z wykorzystaniem bakteryjnych 
enzym ów o wysokiej aktywności chitynolitycznej jak np. 
chitynaz Paenibacillus illioisensis KJA-424 [75]. Bakteryjne 
enzymy chitynolityczne można wykorzystać również przy 
produkcji chitobiozy i p-N-acetylo-D-glukozaminy, która, 
jak niedawno wykazano, może być stosowana w zapobie­
ganiu łub leczeniu chorób autoagresywnych u ludzi, gdyż 
zwiększając stopień rozgałęzień rozpoczynających się resz­
tami (3-1,6-GlcNAc N-glikanów w limfocytach T, hamuje 
m echanizmy autoimmunizacyjne [76].

P O D S U M O W A N IE

Bakterie, pośród wielu organizmów zdolnych do syntezy 
enzymów chitynolitycznych, są szczególnie interesującym 
obiektem badań Duża różnorodność i wysoka aktywność 
bakteryjnych enzymów stwarza perspektywy ich praktycz­
nego zastosowania w biotechnologii, medycynie czy rolnic­
twie. Pomimo tego, ze poznano już szereg bakteryjnych en­
zymów chitynolitycznych, scharakteryzowano ich właściwo­
ści, budowę i mechanizm działania, jednak wciąż nasza wie­
dza w tej dziedzinie jest niepełna i wymaga dalszych badań, 
głównie z zakresie biochemii i biologii molekularnej. Biorąc 
pod uwagę bogactwo literatury dotyczącej innych hydrolaz 
bakteryjnych, enzymy te wydają się być wciąż mało poznane 
i doceniane.
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A B S T R A C T

Chitinolytic bacteria play an important role in degradation of chitin, one of the most abundant biopolymers in nature. These microorganisms 
synthesize specific enzymes, that catalyze hydrolysis of P-l,4-glycosidic bonds in low-digestible chitin polymers, turning it into low-m ole­
cular, easy to digest compounds. During last decades many bacterial chitinolytic enzymes have been studied and characterized, mainly for 
their potential applications in agriculture, industry and medicine. Several chitinase classifications have been proposed, either on the base of 
substrate specificity or amino acid sequence similarities. X-ray crystallography and NMR spectroscopy techniques enabled the determination 
of three dim ensional structure of some chitinases, what was helpful in explaining their catalytic mechanism. Developm ent of biotechnology  
and molecular biology enables a deep research in regulation and cloning of bacterial chitinase genes.
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Metabolizm heterocyklicznych amin aromatycznych — 
mutagenów/ kancerogenów izolowanych z żywności

ST R E SZ C Z E N IE

Szacuje się, że około 1/3 wszystkich przypadków zachorowań na nowotwory w yw oływ a­
na jest przez składniki diety. Wśród nich ważną rolę przypisuje się heterocyklicznym  

aminom aromatycznym (HCA), które występują w m ięsie i rybach przetwarzanych w  w yso­
kiej temperaturze. Wykazano, że HCA mają silne działanie rakotwórcze po uprzedniej ak­
tywacji metabolicznej. Pierwszy etap aktywacji obejmuje powstawanie N-hydroksylowych  
pochodnych HCA i zachodzi z udziałem cytochromu P450, głównie izoenzym u CYP1A2. 
Dalsza aktywacja HCA zachodzi z udziałem N-acetylotransferaz i sulfotranferaz, które pro­
wadzą reakcje estryfikacji N-hydroksylowych pochodnych HCA. Tak zaktywowane, w yso­
ce reaktywne pochodne HCA zdolne są do bezpośredniego oddziaływania z DN A poprzez 
tworzenie adduktów, których powstawanie powoduje błędy w  replikacji i może prowadzić 
do wystąpienia mutacji, a w  konsekwencji do rozwoju nowotworu. HCA podlegają także 
reakcjom detoksykacji z udziałem enzym ów z grupy UDP-glukuronozylotransferaz oraz S- 
transferazy glutationu. Równowaga pomiędzy procesami aktywacji i detoksykacji HCA, jak 
również uwarunkowane genetycznie różnice w  metabolizmie HCA są kluczowym elem en­
tem w  ocenie potencjalnego ryzyka wystąpienia nowotworu wywołanego HCA u poszcze­
gólnych osób.

W P R O W A D Z E N IE

Choroby nowotworowe to jedna z najczęstszych przyczyn zgonów na świe­
cie, a liczba zachorowań rośnie w  zastraszającym tempie. W edług Światowej O r­
ganizacji Zdrowia obecnie na nowotwory choruje około 25 milionów osób, a ich 
ofiarami padają coraz młodsi ludzie. Powodem  zapadania na choroby z tej gru ­
py mogą być predyspozycje genetyczne, a także czynniki środowiskowe. Wśród 
czynników środowiskowych predysponujących do zachorowania na chorobę 
now otw orow ą wymienia się dym  papierosowy, spożywanie alkoholu, stany za­
palne wywołane przewlekłymi infekcjami, zanieczyszczenia wody i powietrza, 
a także niewłaściwą dietę [1]. Dane epidemiologiczne wskazują, że dieta może w 
znaczący sposób przyczyniać się do powstawania now otw orów  [2], Szczególnie 
silny związek obserwuje się pom iędzy spożywaniem  potraw  mięsnych a zacho­
rowalnością na nowotwory, zwłaszcza układu pokarm owego [3-7], Z kolei ana­
lizy laboratoryjne wykazały, że podczas obróbki termicznej mięsa i produktów  
mięsnych powstaje grupa związków chemicznych wykazujących bardzo silną 
aktywność mutagenną, które zostały sklasyfikowane jako heterocykliczne ami­
ny aromatyczne (HCA) [8], Struktury w ybranych HCA zostały przedstawione 
na rycinie 1. Cechą charakterystyczną tej grupy związków jest obecność w ich 
strukturze pierścieni aromatycznych i silnie reaktywnej egzocyklicznej grupy 
aminowej, odpowiedzialnej za ich genotoksyczność [8]. Heterocykliczne aminy 
aromatyczne są często wykorzystywane jako modelowe związki w  badaniach 
nad procesami mutagenezy i kancerogenezy.

P O W S T A W A N IE , P O D Z IA Ł  I W Y S T Ę P O W A N IE  

H E T E R O C Y K L IC Z N Y C H  A M IN  A R O M A T Y C Z N Y C H

Formowanie HCA w mięsnych pokarm ach związane jest ściśle z typem mię­
sa, tem peraturą, czasem i rodzajem przetw arzania (gotowania, smażenia, gril- 
lowania), dlatego stężenia poszczególnych HCA w próbkach żywności są zróż­
nicowane. Generalna zasada jest taka, że im wyższa tem peratura i dłuższy czas 
obróbki termicznej, tym stężenie powstających HCA jest wyższe [9]. Stężenia 
HCA w potrawach przygotowywanych w niskich, nie przekraczających 100°C 
tem peraturach (np. w  przypadku gotowania czy duszenia) są zazwyczaj bardzo 
niewielkie. Natomiast podczas obróbki termicznej w  wysokiej temperaturze, ta­
kiej jak grillowanie, wytwarzają się bardzo duże ilości tych związków, przekra­
czające 100 n g /g  w przypadku MeIQx, dochodzące do 180 n g /g  w przypadku 
A aC oraz nawet 480 n g /  g w przypadku PhIP [10].
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Rycina 1. S truktury  chem iczne w ybranych heterocyklicznych am in  arom atycz­
nych (HCA). MeIQx — 2-amino-3/8-dim etyloimidazo[4,5-/]chinoksalina; IQ — 
2-amino-3-metyloimidazo[4,5-/]chinolina; IQx — 2-amino-3-metyloimidazo[4,5-/] 
chinoksalina; M eIQ — 2-amino-3/4-dim etyloimidazo[4,5-/]chinolina; 4,8-Di- 
MeIQx — 2-amino-3/4,8-trimetyloimidazo[4,5-/]chinoksalina; 7,8-DiMeIQx —
2-amino-3,7,8-trimetyloimidazo[4,5-/]chinoksalina; PhIP — 2-am ino-l-m etylo- 
6-fenyloimidazo[4,5-i>]pirydyna; Glu-P-1 — 2-am ino-6-m etylodipirydo[l,2- 
fl:3',2'-i/]imidazol; Glu-P-2 — 2-am ino-dipirydo[l,2-rt:3',2'-d]imidazol; Trp-P-1 —
3-amino-l,4-dimetylo-5H-pirydo[4,3-t>] indol; A aC  — 2-amino-9H-pirydo[2,3-fr] 
indol; Trp-P-2 — 3-amino-l-metylo-5H-pirydo[4,3-b]indol; M eA aC  — 2-amino- 
3-metylo-9H-pirydo[2,3-b]indol.

W potrawach, takich jak grillowane mięso wołowe, bo­
czek, drób i ryby, w  największych stężeniach występują Me­
IQx i PhIP [11]. Przeważnie zawartość HCA jest wyższa w 
mięsie niż w  rybach. Mięso zawiera większe stężenie HCA 
również w  porównaniu z produktam i pochodzenia mięsne­
go, takimi jak np. kiełbasy. Zauważono natom iast bardzo 
niską zawartość HCA w komercyjnie dostępnych kostkach 
rosołowych [11], Oprócz przetwarzanych termicznie mięs 
i ryb, HCA wykryć można w śladowych ilościach także w 
dymie papierosowym, spalinach, wodzie deszczowej, ście­
kach kom unalnych czy wodzie rzecznej [12],

Z raportu  EPIC (European Prospective Investigation into 
Cancer and Nutrition) z 2007 roku wynika, że średnie dzien­
ne spożycie HCA wynosi 69 ng, z czego około 70% przypa­
da na PhIP, który występuje w największym stężeniu [13]. 
W edług innych doniesień szacuje się, że ilość spożywanych 
HCA może osiągnąć wartości przekraczające 10 gg /d z ień  

[U]-

Istnieją dwie główne drogi powstawania HCA. HCA 
należące do imidazochinolin, imidazochinoksalin i imida- 
zopirydyn, wspólnie klasyfikowane jako am inoim idazoaza- 
areny (AIA), powstają w  wyniku reakcji Maillarda, w  którą 
zaangażowane są obecne w  mięsie wolne aminokwasy, kre- 
atyna i monosacharydy, w tem peraturach pom iędzy 100°C 
a 300°C. Z kolei HCA należące do aminokarbolin, takie jak 
Glu-P-1, Trp-P-1 czy AaC, generowane są pod  nieobecność 
cukru, jako produkt pirolizy am inokwasów i białek, w tem ­
peraturach przekraczających 300°C [8].

Heterocykliczne aminy aromatyczne dzieli się na dwie 
główne grupy. Jedną z nich są aminy typu IQ, których gru ­
pa aminowa nie ulega przemianie pod w pływ em  N aN O r  
Drugą stanowią wszystkie pozostałe aminy („nie-IQ"), któ­
re pod w pływem  2 mM NaNO., tracą swoją m utagenność, 
w  związku z zastąpieniem grupy aminowej hydroksylow ą 
[14], Podział wybranych HCA na dw a typy przedstaw ia ta­
bela 1.

Tabela 1. Podział heterocyklicznych am in arom atycznych.

Am iny typu IQ: Am iny typu „nie-IQ"

IQ A aC

IQx M eA aC

MeIQ Glu-P-1

M elQx Glu-P-2

4,8-DiMeIQx Trp-P-1

7,8-DiMeIQ Trp-P-2

M U T A G E N N O Ś Ć  I K A N C E R O G E N N O S C  

H E T E R O C Y K L IC Z N Y C H  A M IN  A R O M A T Y C Z N Y C H

MeIQ, IQ i MeIQx należą do grupy najsilniejszych mu- 
tagenów badanych kiedykolwiek za pomocą testu Ame- 
sa [14], Mutagenność HCA zależna jest od ich struktury 
chemicznej, z którą wiąże się zdolność do ulegania reakcji 
N-oksydacji, w wyniku której powstają reaktyw ne jony ni- 
treniowe [15], Testy bakteryjne wykazują znaczące, nawet 
1000-krotne różnice w mutagenności poszczególnych HCA. 
Z kolei w komórkach ssaków, gdzie aktywność biologiczna 
HCA jest znacznie niższa, różnice w  m utagenności HCA są 
zdecydowanie mniejsze [14], Poziom mutagenności HCA 
w komórkach ssaków jest znacznie wyższy w  przypadku 
zastosowania komórek modyfikowanych genetycznie w 
kierunku zwiększonej syntezy enzymów II fazy, jak NAT2 
lub SULT1A1, zaangażowanych w metaboliczną aktywację 
HCA [16,17].

Wyniki testów mutagenności z wykorzystaniem  bakterii 
bywają niewystarczające do rzetelnej oceny ryzyka zw iąza­
nego z ekspozycją na HCA. Przykład stanowić mogą dwie 
aminy — MeIQx i PhIP. W teście Amesa PhIP wykazuje 
działanie mutagenne około 100 razy słabsze niż MeIQx, 
pomimo że PhIP ulega reakcji N-oksydacji (aktywacji) z 
natężeniem dalece wyższym  niż MeIQx [18]. Oba związki 
mają silne kancerogenne działanie na komórki gryzoni i 
powodują powstawanie wielu różnych now otw orów  przy 
długoterm inowym  podaw aniu obydw u am in w porów ny­
walnych dawkach [14]. W przypadku gryzoni stw ierdzono 
również, że MeIQ, PhIP i IQ indukują charakterystyczne

436 w w w .postepybiochem ii.pl

http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


mutacje, określane jako „mutacyjny odcisk palca" (ang. mu- 
tational fingerprint), w genach związanych z procesami no- 
wotworzenia [19].

W celu ustalenia aktywności kancerogennej HCA prze­
prow adzono także wiele badań na zwierzętach. Wykazano, 
że związki te zwiększają ryzyko powstawania nowotworów 
wątroby, żołądka i płuc, a także chłoniaków i białaczek u 
myszy [14]. U szczurów, po podaniu HCA nowotwory roz­
wijają się w głównie w okrężnicy, jelicie cienkim, wątrobie, 
mózgu, gruczole mlekowym, skórze, jamie ustnej. Wyjąt­
kiem jest PhIP, który nie wywołuje raka wątroby zarówno 
u myszy, jak i u szczurów [14]. PhIP wywołuje natomiast 
chłoniaki u myszy oraz nowotwory okrężnicy i gruczołu 
mlekowego u szczurów. IQ wykazuje silnie kancerogenne 
działanie u małp naczelnych, u których wywołuje now o­
twory wątroby po kilku latach podaw ania [14]. Czyni to z 
tego związku jeden z najsilniejszych kancerogenów testo­
wanych u tej grupy zwierząt.

W P Ł Y W  H E T E R O C Y K L IC Z N Y C H  A M IN  

A R O M A T Y C Z N Y C H  N A  PRO CESY  

N O W O T W O R Z E N IA  U  L U D Z I

Wyniki wielu badań epidemiologicznych wskazują na 
zwiększone ryzyko w ystępowania now otw orów  okrężnicy 
i odbytu w przypadku częstego spożywania czerwonego 
mięsa [7], Ryzyko to zwiększa się znacznie, lecz jest zauw a­
żalnie mniejsze niż ryzyko zapadania na raka płuc spow o­
dow ane działaniem dym u tytoniowego oraz nowotwory 
wątroby wywołane działaniem aflatoksyny [20], Wyniki 
szeregu badań wskazują, że największe ryzyko zachoro­
wania na now otw ory odbytu i okrężnicy obserwuje się u 
osób, które często spożywają grillowane mięso, zawierające 
duże ilości HCA [7], Stwierdzono, że spożywanie dobrze 
wypieczonego czerwonego mięsa powoduje zwiększenie 
ryzyka zapadania na gruczolaki okrężnicy i odbytu do 29% 
na 10 g spożytego mięsa [21] i czterokrotne zwiększenie 
ryzyka zachorowań na inne nowotwory tej części układu 
pokarm owego [22], Badania dowiodły także, że najwyższe 
ryzyko zachorowania na te nowotwory występuje u osób, 
które posiadają genotyp „szybkiego oksydatora" (szybka 
N-oksydacja przy udziale CYP1A2) oraz „szybkiego N- 
acetylatora" (szybka N-acetylacja przy udziale enzymów 
NAT). Dane wskazują na odpowiednio sześcio- i ośmiokrot­
ne zwiększenie ryzyka wystąpienia now otw oru w porów ­
naniu z osobami o „wolnych" genotypach, które nie spoży­
wały mięsa przetw arzanego termicznie [23,24], Zauważono 
również, że ze zwiększonym  ryzykiem zachorowania na 
raka piersi związane jest częste spożywanie grillowanego, 
dobrze wypieczonego mięsa [6]. Powstawanie now otw o­
rów piersi pow iązano również z przyjmowaniem HCA, 
analogicznie jak u zwierząt [14].

Pomimo licznych danych populacyjnych wskazujących 
na silną zależność pomiędzy częstą konsumpcją mięsa a 
zapadalnością na nowotwory, dane molekularne dotyczące 
zw iązku aktywności enzymów metabolizmu ksenobioty- 
ków, spożywania przetwarzanego termicznie mięsa i roz­
woju now otw orów  są nie do końca spójne. Rozbieżność tych 
wyników  spow odow ała nawet powstanie pewnych wątpli­
wości co do roli HCA w powstawaniu now otw orów  [25],

Zwiększone ryzyko zachorowań na raka można zauważyć 
właściwie tylko u osób, które zarówno posiadają „szybkie" 
genotypy („szybki acetylator", „szybki oksydator"), co jest 
ściśle związane z konkretną ścieżką bioaktywacji HCA, jak 
też często spożywają pokarmy zawierające wysoki poziom 
HCA [23,24]. Przetworzone termicznie mięso zawiera, poza 
HCA, również inne kancerogeny, występujące w niewiel­
kich stężeniach, takie jak policykliczne węglowodory aro­
matyczne (PAH), związki N-nitrozowe, nadtlenki lipido­
we oraz inne aktywne utleniacze. Rakotwórcze działanie 
grillowanego mięsa może być zatem związane nie tylko z 
obecnością HCA, lecz może być wynikiem działania całej 
mieszaniny kancerogenów [7],

F O R M O W A N IE  A D D U K T Ó W  H E T E R O C Y K L IC Z N Y C H  

A M IN  A R O M A T Y C Z N Y C H  Z D N A

HCA, tak jak większość chemicznych mutagenów, tw o­
rzą addukty  z DNA, co może prowadzić do błędów w re­
plikacji, a w konsekwencji, w  przypadku, gdy nie zadziałają 
mechanizmy naprawcze, do inicjacji procesu kanceroge- 
nezy [26]. N-hydroksy-HCA wykazują niską reaktywność 
wobec DNA, która nieznacznie wzrasta w środowisku kw a­
śnym [27]. Reaktywność N-hydroksy-HCA zwiększa się na­
tomiast drastycznie po ich estryfikacji do N-acetoksy-HCA 
czy N-sulfonyloksy-HCA, które, ulegając heterolitycznemu 
cięciu, tworzą reaktywne jony nitreniowe [26]. Rycina 2 
przedstawia mechanizm tworzenia adduktów  HCA-DNA. 
Formowanie adduktów  HCA-DNA następuje poprzez re­
akcję zestryfikowanej N-hydroksypochodnej HCA i atomu 
C8 deoksyguanozyny (dG). Wynikiem reakcji jest adduk t w 
postaci dG-C8-HCA. Produktem  pośrednim  tej reakcji jest

Rycina 2. M echanizm  form ow ania adduktów  IQ z deoksyguanozyną (dG-C8-IQ 
i dG-N 2 IQ) [29]. N-hydroksy-IQ  ulega dalszej aktywacji poprzez estryfikację do 
N-acetoksy-IQ bądź N-sulfonyloksy-IQ, które tw orzą w ysoce reaktyw ne jony ni­
treniowe, reagujące z deoksyguanozyną (dG). A ddukty  tw orzą się głów nie na 
atom ie C8 dG, zaś w mniejszej ilości na atom ie N 2 dG.
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wysoce reaktywny jon nitreniowy [26,28]. W przypadku IQ 
i 8-MeIQx addukty  z DNA tworzą się również poprzez po ­
łączenie między grupą N2 dG i atomem C5 heterocyklicznej 
s truktury  pierścieniowej HCA [28].

M E T A B O L IZ M  H E T E R O C Y K L IC Z N Y C H  

A M IN  A R O M A T Y C Z N Y C H

HCA w  formie, w  której przyjmowane są do organizmu 
człowieka (wraz z pokarmami) wykazują słabe działanie 
kancerogenne. W procesie biologicznej aktywacji, prow a­
dzonej przez układ enzymatyczny metabolizmu ksenobio- 
tyków  zostają one przekształcone w silne, bardzo niebez­
pieczne substancje rakotwórcze. Aktywacja HCA polega 
na przemianie tych związków do wysoce reaktywnych 
form elektrofilowych [26]. HCA są intensywnie metaboli­
zow ane zarów no w komórkach człowieka, jak i zwierząt 
[18]. Miejsca działania enzym ów metabolizujących HCA na 
przykładzie MeIQx przedstawia rycina 3. Główne produkty 
detoksykacji HCA powstają w w yniku utleniania pierście­
nia heterocyklicznego i grup metylowych, jak i na drodze 
bezpośrednich reakcji koniugacji. Aktywacja HCA nastę­
puje natom iast poprzez N-oksydację egzocyklicznej grupy 
aminowej prow adzoną przez CYP1A2 w wątrobie. Produk­
tami tej reakcji są N-hydroksypochodne HCA [29], W tkan­
kach innych niż wątroba oksydację HCA katalizują z kolei 
izoformy CYP1A1 i CYP1B1 [30], Kolejną reakcją w  szlaku 
aktywacji HCA jest acetylacja lub sulfonowanie otrzym a­
nych wcześniej N-hydroksypochodnych. Reakcje te zacho­
dzą w wątrobie z udziałem odpowiednio acetylotransferaz 
(NAT) i sulfotransferaz (SULT) [31]. W wyniku tych reakcji 
powstają reaktywne, wysoce niestabilne estry wiążące się 
do DNA. W śród enzymów z rodziny SULT najbardziej ak­
tyw ną w tym procesie izoformą jest SULT1 A l, która katali­
zuje m iędzy innymi reakcję sulfonowania N-hydroksy-PhIP 
i N-hydroksy-M eAaC [32].

N-hydroksypochodne HCA podlegają detoksykacji z 
udziałem  UDP-glukuronozylotransferaz (UGT). Ta grupa 
enzym ów  katalizuje reakcje, w  wyniku których powsta-

Rycina 3. Miejsca działania enzym ów  metabolizujących M eIQx z uw zględnie ­
niem  dróg detoksykacji (zielone strzałki), jak i aktywacji MeIQx (czerw ona strzał­
ka). Z arów no oksydacja pierścienia arom atycznego, jak i bezpośrednie reakcje 
koniugacji niezm odyfikow anego MeIQx prow adzą do pow stania  p roduktów  de­
toksykacji. D odatkow o u ludzi zaobserw ow ano oksydację g rupy  metylowej C8, 
p row adzącą do  pow stania  kw asu karboksylowego, będącego g łów nym  p ro d u k ­
tem  detoksykacji MeIQx. A ktyw aqa MeIQx zachodzi poprzez oksydację azotu 
N 2 egzocyklicznej grupy  aminowej z udziałem  cytochrom u P450. Tak pow stały 
N-OH-M eIQx m oże w iązać się do DNA lub ulegać dalszej aktywacji poprzez re­
akcje koniugacji — sulfonow anie bądź acetylację, p rzeprow adzane przez enzym y 
fazy II m etabolizm u ksenobiotyków [35].
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ją stabilne koniugaty glukuronidowe HCA. W przypadku 
glukuronidacji N-hydroksy-PhIP najbardziej aktywną izo­
formą jest UGT1A1 [33], N-hydroksy-HCA podlegają rów ­
nież detoksykacji poprzez redukcję do macierzystych amin. 
Reakcja ta przeprow adzana jest przy udziale NADPH re- 
duktaz. Reaktywna estrowa N-acetoksypochodna PhIP 
podlega także detoksykacji przy udziale S-transferazy glu- 
tationu (GST). Reakcja ta polega na redukcji reaktywnego 
produktu  pośredniego — praw dopodobnie przez uform o­
wanie niestabilnego koniugatu z glutationem (GSH) — do 
macierzystej aminy. Najbardziej aktywną izoformą w tym 
procesie jest enzym GST A l [34]. Glukuronidacja i sulfono­
wanie egzocyklicznej grupy aminowej w  przypadku kil­
ku HCA zachodzą przy udziale enzymów z grupy UGT i 
SULT. Procesy te należą do reakcji detoksykacji [35].

E N ZY M Y  B IO R Ą C E  U D Z IA Ł  W  AK TYW ACJI  

H E T E R O C Y K L IC Z N Y C H  A M IN  A R O M A T Y C Z N Y C H

CYTOCHROM P450

Cytochrom P450 to rodzina enzymów wykazujących ak­
tywność monooksygenazy. Uważa się, że istnieją one od 
początku życia na Ziemi, czyli od około 3 i pół miliarda lat. 
Występują powszechnie u wszystkich organizmów, naw et u 
Archeae i w  niemal wszystkich tkankach. Ich największą ak­
tywność obserwuje się w  wątrobie i rdzeniu nadnerczy [36], 
W genomie człowieka znanych jest około 150 genów kodu­
jących różne cytochromy P450 [37], Bakteryjne cytochromy 
P450 są rozpuszczalne i zbudow ane z około 400 reszt ami­
nokwasowych. W komórkach eukariotycznych w ystępu­
ją nieco dłuższe białka z tej grupy, liczące około 500 reszt 
aminokwasowych [36], Są to białka transbłonowe, związane 
z błoną siateczki śróplazmatycznej oraz w ew nętrzną błoną 
mitochondrialną, zawierające hem jako grupę prostetyczną. 
U ludzi występuje 18 rodzin cytochromu P450 [38], Po zwią­
zaniu in vitro z tlenkiem węgla większość z nich wykazuje 
maksim um  absorpcji światła przy długości fali równej 450 
nm  [36],

Enzymy z rodziny cytochromu P450 w  obrębie różnych 
grup organizmów mają niezwykle szerokie spektrum aktyw­
ności. U bakterii uczestniczą w produkcji antybiotyków ta­
kich jak na przykład erytromycyna, a także ogrywają kluczo­
wą rolę w  procesach bioremediacji poprzez degradację wę­
glowodorów. U grzybów cytochrom P450 katalizuje syntezę 
ergosterolu i bierze udział w  detoksykacji toksyn roślinnych, 
ułatwiając tym samym proces patogenezy. U roślin natomiast 
bierze udział w  syntezie fitohormonów, fitoaleksyn i pigmen­
tów kwiatowych. U ssaków cytochromy P450, jako enzymy 
I fazy uczestniczą w metabolizmie leków, syntezie steroidów, 
metabolizmie kwasów tłuszczowych oraz w  przemianie pro- 
m utagenów do genotoksycznych pochodnych [36].

Cytochrom P450 katalizuje reakcję hydroksylacji przebie­
gającą zgodnie z sumarycznym wzorem:

SH + O, + NAD(P)H + H +—» SOH + H 20  + NAD(P)+ [36], 
gdzie SH — substrat hydroksylacji, SOH — produkt hy­
droksylacji.

Cytochrom P450 jest w ażnym  elementem w metaboli­
zmie ksenobiotyków, zwłaszcza tych o charakterze hydrofo­
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bowym. Niemira i inni oraz Wiśniewska i Mazerska podają 
bardzo szczegółowy opis cytochromu P450 ze szczególnym 
uwzględnieniem  roli poszczególnych jego izoenzymów w 
metabolizmie ksenobiotyków, głównie leków [39,40]. Pro­
dukty tego metabolizmu zwykle są bardziej hydrofilowe od 
substratów, co sprzyja ich dalszemu przekształcaniu i w y­
dalaniu [38], Oprócz reakcji hydroksylacji, cytochrom P450 
katalizuje reakcje deaminacji, desulfuracji, dehalogenacji, 
epoksydacji, N-, S- i O-dealkilacji, N-oksydacji, peroksyda- 
cji oraz sulfoksydacji [36].

CYTOCHROM P450 1A2 (CYP1A2)

CYP1A2 to najważniejsza izoformą cytochromu P450 
zaangażow ana w aktywację HCA. Jest to monooksygena- 
za hemotiolowa, u ludzi występuje głównie we frakcji mi- 
krosomalnej wątroby [41]. Enzym ten zaangażowany jest 
w  zależną od NADPH ścieżkę transportu elektronów [42], 
Utlenia wiele bardzo zróżnicowanych strukturalnie związ­
ków, takich jak steroidy, kwasy tłuszczowe czy ksenobioty- 
ki. Największą aktywność wykazuje w  przypadku reakcji 
2-hydroksylacji [43]. CYP1A2 bierze udział w  metabolizmie 
aflatoksyny B[ [44] i acetaminofenu [45], a także zaangażo­
w any jest w  metabolizm kofeiny, który odbyw a się z jego 
udziałem  w wątrobie [36]. Gen kodujący CYP1A2 znajduje 
się na chromosomie 15, w  bezpośrednim  sąsiedztwie genu 
kodującego inny izoenzym cytochromu P450-CYP1A1 
(25kB). Skierowane są one w  przeciwnych kierunkach — 
„head to head" — i mają wspólny region 5'flankujący [42].

Ekspresja CYP1A2 indukow ana jest przez bardzo wie­
le czynników. Do czynników diety, będących jego in- 
duktoram i należy na przykład grillowane mięso. Innymi 
induktoram i tego enzymu są brokuły, brukselka i tytoń 
oraz substancje takie jak insulina, omeprazol, fenobarbital, 
a-naftoflawon, metylocholantren, nafcylina i modafinil. Za 
inhibitory CYP1A2 uważa się natom iast leki: amiodaron, 
cymetydynę, fluorochinolony, fluwoksaminę czy tiklopidy- 
nę [36], U ludzi synteza CYP1A2 zachodzi głównie w w ątro­
bie, a w  tkankach innych niż wątroba jego synteza jest nie­
znaczna [42], Przy jego udziale zachodzi pierwsza z reakcji 
prowadzących do aktywacji HCA, czyli N-hydroksylacja, 
której efektem jest powstanie N-hydroksypochodnych HCA 
(N-OH-HCA) [29],

CYTOCHROM P450 1A1 (CYP1A1)

Tak jak pozostałe izoenzymy cytochromu P450, CYP1A1 
należy do monooksygenaz hemotiolowych i także bierze 
udział w  utlenianiu kwasów tłuszczowych, sterydów i 
ksenobiotyków [36]. Pod względem sekwencji reszt ami­
nokwasowych wykazuje ponad 70% identyczności z izo- 
enzym em  CYP1A2 [36], Enzym ten występuje w  tkankach 
innych niż wątroba, głównie w  płucach, limfocytach i łoży­
sku [36], Ponieważ CYP1A2 jest w  tych tkankach ledwo w y­
krywalny, znacznie większą rolę w  N-hydroksylacji HCA 
(w której powstają toksyczne pochodne typu N-OH-HCA) 
może tu odgrywać właśnie CYP1A1 [30]. Biorąc pod uwagę 
możliwość indukcji jego ekspresji, jak ma to miejsce u osób 
palących [46], ten izoenzym może w  istotny sposób przy ­
czyniać się do procesów kancerogenezy zależnych od HCA, 
szczególnie w organach takich jak płuca [47], Endogennym
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substratem tego izoenzymu jest 17p-estradiol (E.,), którego 
hydroksylowe pochodne, powstające w  reakcji katalizowa­
nej przez CYP1A1 i CYP1B1, odgrywają istotną rolę w  roz­
woju now otw orów  piersi [48]. Poza aktywacją HCA, bierze 
także udział w  aktywacji policyklicznych w ęglowodorów 
aromatycznych, które są również induktorem  tego izoenzy­
mu [36]. Jego aktywność, podobnie jak aktywność CYP1A2, 
ham ow ana jest przez flawonoidy [49].

CYTOCHROM P450 1B1 (CYP1B1)

Cytochrom P450 1B1 został w  pełni zidentyfikowany 
dopiero w 1994 roku [50]. Jego gen podlega konstytutyw ­
nej ekspresji w  mózgu, okrężnicy, jelicie cienkim, nerkach, 
płucach, sercu, leukocytach, prostacie, grasicy, mięśniach 
szkieletowych i śledzionie [50]. Podobnie jak CYP1A1, 
CYP1B1 bierze udział w  metabolizmie estrogenu, w  którym  
katalizuje reakcję hydroksylacji 17(3-estradiolu [48]. P onad ­
to, jest głównym  enzymem zaangażowanym  w aktywację 
PAH do kancerogennych pochodnych w organizmie [51]. 
Enzym ten prow adzi również reakcję N-hydroksylacji HCA 
(z utworzeniem  N-OH-HCA) w tkankach innych niż w ą­
troba, jednak na mniejszą skalę niż CYP1A2 i CYP1A1 [30], 
Polimorfizm CYP1B1 w  niektórych pracach wiązany jest 
ze zwiększonym ryzykiem zachorowań na raka nerek [52], 
Ostatnie badania wykazały istotny udział tego enzym u w 
rozwoju płodowym. Mutacje w  genie kodującym CYP1B1 
powodują bowiem wrodzoną jaskrę (glaukomę) [53].

EN Z Y M Y  II FAZY Z A A N G A Ż O W A N E  W  AKTYW ACJĘ  

H E T E R O C Y K L IC Z N Y C H  A M IN  A R O M A T Y C Z N Y C H

N-ACETYLOTRANSFERAZY

N-acetylotransferazy kodowane są u ludzi przez dw a 
różne geny: NAT1  i NAT2. Produkty obu tych genów (NAT1 
i NAT2) katalizują O-acetylację HCA [54], NAT2 wykazuje 
najwyższą aktywność w wątrobie i w przewodzie pokar­
mowym, podczas gdy NAT1 działa w  wątrobie (w mniej­
szym stopniu niż NAT2), jak również w innych tkankach
[55], W przypadku większości N-hydroksypochodnych 
HCA reakcja acetylacji zachodzi przy udziale NAT2. N- 
hydroksypochodne PhIP oraz A aC ulegają acetylacji przy 
udziale obydw u izoform [29], Obydwa izoenzymy w yka­
zują duży polimorfizm i dzielą populację ludzką na tzw. 
„szybkich acetylatorów" i „wolnych acetylatorów". Geno­
typ „szybkiego acetylatora" związany ze zwiększoną akty­
wacją HCA do form genotoksycznych, zarówno w obrębie 
NAT1, jak i NAT2, wydaje się być związany ze zwiększo­
nym  ryzykiem zachorowania na raka okrężnicy ze w zględu 
na obecność obu izoform w tym organie, lecz wyniki badań 
dotyczących tego zagadnienia wciąż nie są jednoznaczne 
[54,56]. Polimorfizm w  obrębie genu NAT1 ma także w e­
dle niektórych badaczy w pływ  na zapadanie na now otw o­
ry okrężnicy i odbytu [55]. Należy nadmienić, że oprócz 
reakcji O-acetylacji, prowadzącej do aktywacji HCA, N- 
acetylotransferazy katalizują również reakcje N-acetylacji, 
powodujące detoksykację tych związków [55], W związku 
z tym, w przypadku nowotworów, dla których N-acetylacja 
jest etapem prowadzącym  do detoksykacji HCA, jak w 
przypadku now otw oru pęcherza moczowego, osoby o ge­
notypie NAT2  „wolnego acetylatora" znajdują się w grupie 
podwyższonego ryzyka [55],
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RODZINA ROZPUSZCZALNYCH 
SULFOTRANSFERAZ (SULT)

Wszystkie enzymy z grupy sulfotransferaz katalizują 
sulfonowanie ksenobiotyków oraz bioaktywnych kancero- 
genów, a także związków endogennych, takich jak estroge­
ny, steroidy, eikozanoidy, katecholaminy, serotonina czy 
jodotyronina [32], Enzymy te katalizują reakcje przenosze­
nia reszt siarczanowych na grupy hydroksylowe, aminowe, 
sulfhydrylowe, czy N-oksydowe. Produktem  reakcji może 
być siarczan lub ester kwasu siarkowego (w przypadku 
O-sulfonowania). Substraty m akrom olekularne, takie jak 
białka, peptydy, lipidy czy glikozaminoglikany, metaboli­
zow ane są przez sulfotransferazy związane z błoną aparatu 
Golgiego, podczas gdy ksenobiotyki oraz małe substraty 
endogenne, takie jak steroidy, kwasy żółciowe czy neuro- 
transm itery ulegają transformacji z udziałem  enzym ów po­
chodzących z cytozolu, należących do rodziny SULT [57], 
W ludzkim  organizmie występują 3 rodziny enzymów 
SULT: SULT1, SULT2 i SULT4, spośród których można w y­
różnić przynajmniej 13 izoform SULT [57], Główna z nich 
kodow ana jest przez gen SULT1A1, który wykazuje wysoki 
poziom  polimorfizmu. SULT1A1 w raz z innym  enzymem z 
tej rodziny — SULT1A2 — przenoszą reszty siarczanowe na 
hydroksylowe pochodne HCA (na przykład N-OH-PhIP)
[16,32,58]. SULT1A1 ma wysoką aktywność w  bardzo wie­
lu tkankach, zarówno w wątrobie, jak i poza nią (na przy­

kład w  piersi i jelicie), w  których praw dopodobnie odgrywa 
istotną rolę w aktywacji HCA, a w największym stopniu 
jednej z nich — PhIP [59], Jeśli chodzi o transformację in­
nych prokancerogenów, enzymy SULT odpowiedzialne są 
także za aktywację PAH [60],

EN Z Y M Y  BIO R Ą C E  U D Z IA Ł  W  D E T O K SY K A C JI  

H E T E R O C Y K L IC Z N Y C H  A M IN  A R O M A T Y C Z N Y C H

R O D Z I N A  S -T R A N S F E R A Z  G L U T A T I O N U  (GST)

Enzymy z grupy GST katalizują reakcję sprzęgania tok­
sycznych związków (w tym HCA) z glutationem [61]. Naj­
ważniejsze z nich to GSTM1, GSTT1, GSTA1 i GSTA2. Naj­
bardziej istotną izoformą GST A l jest GST A l-1. Katalizuje 
ona na przykład detoksykację N-acetoksy-PhIP, poprzez re­
dukcję toksycznej pochodnej tego związku do macierzystej 
aminy. Najbardziej istotną izoformą GSTA2 jest GSTA2-2, 
która spełnia taką samą funkcję, jak GSTA1-1, jednak prze­
prow adza redukcję na mniejszą skalę [62], Wciąż badany 
jest w pływ  polimorfizmu tych enzymów na kanceroge- 
nezę. Niektóre prace sugerują wpływ polimorfizmu genu 
GSTM1 na zwiększenie ryzyka zachorowań na now otw o­
ry piersi, prostaty, wątroby i okrężnicy [63]. Inne opisu­
ją wręcz odwrotne wyniki [64], Polimorfizm genu GST A l  
jest natomiast związany z nowotworami okrężnicy [62], 
Sprzęganie z glutationem to krok w drodze detoksykacyjnej 

wielu ksenobiotyków. Taka reakcja 
zachodzi na przykład w  przypadku 
PhIP, a dokładniej jej toksycznej po­
chodnej, N-acetoksy-PhIP. Reakcji z 
glutationem nie obserwuje się z kolei 
w  przypadku IQ i MeIQx. Uważa się 
zatem, że nie są one substratam i dla 
GST [34,62],

R O D Z I N A  U D P -

G L U K U R O N O Z Y L O T R A N S F E R A Z  

(U G T )

Enzymy z tej grupy przeprow a­
dzają glukuronidację wielu kance­
rogennych związków, w  tym HCA. 
Sprzęganie z cukrem to droga de- 
toksykacyjna szeregu endogennych 
i egzogennych substancji. Enzymy 
z grupy UGT występują w bardzo 
wielu różnych organizmach, od bak­
terii do człowieka [65]. Katalizują one 
przyłączenie grupy glikozylowej cu­
kru do endogennych hydrofobowych 
cząsteczek, takich jak bilirubina, 
horm ony steroidowe i tarczycowe, 
kwasy tłuszczowe czy retinoidy, jak 
również do wielu hydrofobowych 
ksenobiotyków [65], W rezultacie po­
wstają związki bardziej hydrofilowe, 
które są łatwiej w ydalane z organi­
zmu. UDP-glukuronozylotransfe- 
razy stanowią odm ianę enzym ów 
z rodziny UGT, występujących w 
organizmach ssaków. W ykorzystują 
kwas UDP-glukuronowy jako donor

N-OH-PhlP-AF-GI

PhIP W2 <51 PhlP-A/3-GI

Rycina 4. Schem at m etabolizm u PhIP [41], zm odyfikow ane. A ktywacja PhIP zachodzi poprzez oksydację do N- 
OH-PhlP, dalej estryfikow ane do silnie reak tyw nych  N-sulfonyloksy-PhIP i N-acetoksy-PhIP, tw orzących adduk- 
ty  z DNA. U szczura istnieje alternatyw na d roga m etabolizm u PhIP — 4'hydroksylacja, p row adząca do detoksy­
kacji PhIP. D etoksykaqa PhIP zachodzi głów nie w  drodze glukuronidacji, której podlegać m oże zarów no PhIP, 
jak i N-OH-PhIP. N-OH-PhIP i N-acetoksy-PhIP m ogą ponad to  zostać zredukow ane do PhIP w w yniku działania 
odpow iednio  N A D PH  reduktazy  i transferazy g lu ta tionu (GSH/GSTA1).
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reszty cukrowej. UDP-glukuronozylotransferazy zlokali­
zowane są w  siateczce śródplazmatycznej i są związane z 
błoną. G łównym  miejscem działania UGT u człowieka jest 
wątroba, jednak jego obecność stwierdzono również w 
tkankach takich jak: prostata, nerka, mózg, jelita czy płuca 
[65]. Badania wykazały, że wiele HCA, a zwłaszcza PhIP, 
podlega intensywnej detoksykacji na drodze glukuronidacji 
przy udziale enzym ów UGT. Najbardziej aktywną w tym 
procesie izoformą jest UGT1A1 [33].

M E T A B O L IZ M  W Y B R A N Y C H  H C A

METABOLIZM PhIP

Rycina 4 przedstawia schemat metabolizmu PhIP. Pierw­
szą reakcją biotransformacji PhIP w organizmie człowieka 
jest utlenianie przy udziale CYP1A2 w wątrobie, a także 
CYP1A1 i CYP1B1 w tkankach innych niż wątroba [30], W 
postaci N-hydroksypochodnej PhIP, powstałej w  wyniku 
utleniania przy udziale cytochromu P450, związek ten może 
ulegać dalszym  przemianom, prowadzącym  do detoksyka­
cji. Pod w pływ em  NADPH reduktazy może zostać zredu ­
kowany do macierzystej aminy, a przy udziale enzymów 
z grupy UGT (głównie UGT1A1) może ulec detoksykacji 
na drodze sprzęgania z glukuronianem, co prow adzi do

powstania stabilnych koniugatów glukuronianowych [66], 
Natomiast aktywacja N-hydroksypochodnej PhIP zachodzi 
poprzez estryfikację przy  udziale enzymów II fazy — NAT 
lub SULT. W w yniku tych reakcji powstają silnie reaktyw ­
ne pochodne: N-sulfonyloksy-PhIP (w przypadku działania 
SULT) lub N-acetoksy-PhIP (w przypadku działania NAT) 
[31]. O bydw a związki są toksyczne i zdolne do utw orzenia 
adduktów  z DNA. N-acetoksy-PhIP może także ulec de­
toksykacji przy udziale systemu GSH/GSTA1 (glutation/ 
transferaza glutationu) [34], Reakcja ta polega na redukcji 
toksycznej pochodnej do macierzystej aminy. W organi­
zmie człowieka w ażną rolę w detoksykacji PhIP odgryw a 
także bezpośrednie sprzęganie tej aminy z glukuronianem , 
przeprow adzane przez enzymy z grupy UGT . W arto w spo ­
mnieć, iż w  komórkach w ątrobowych szczura w  metaboli­
zmie PhIP dominuje reakcja 4'-hydroksylacji, a następnie 
glukuronidacji i sulfonowania 4'OH-PhIP, co prow adzi do 
detoksykacji tego zw iązku [67].

METABOLIZM MeIQx

Rycina 5 przedstaw ia różne drogi metabolizmu MeIQx. 
Schemat dotyczy zarów no dróg występujących w kom ór­
kach człowieka, jak i szczura. Wiele z tych procesów zacho­
dzi w  obydw u typach komórek, część tylko w komórkach

człowieka, zaś część wyłącznie w 
komórkach szczura. Pierwszym 
etapem  aktywacji MeIQx, zacho­
dzącym zarówno w hepatocytach 
człowieka, jak i szczura, jest N- 
oksydacja do N-OH-MeIQx, za­
chodząca przy udziale CYP1A2. 
Tak otrzymana N-OH-MeIQx 
może podlegać dalszej aktyw a­
cji przez enzymy II fazy z u tw o­
rzeniem form wiążących się do 
DNA, lub też ulec detoksykacji 
do pochodnej AP-glukuronidowej 
(N-OH-MeIQx- AP-Gl) z udziałem  
enzym ów z grupy UGT. Alterna­
tyw ną drogą metabolizmu MeIQx 
jest utlenienie w pozycji C8, rów ­
nież z udziałem CYP1A2. W efek­
cie tej reakcji powstaje 8-CH2-OH- 
IQx. Związek ten może podlegać 
dalszemu utlenieniu, tworząc 
kolejną pochodną, IQx-8-COOH. 
Szlak ten jest głównym  procesem 
detoksykacji MeIQx w  kom ór­
kach człowieka [68], nie stw ier­
dzono go natomiast u szczura 
[41], W komórkach szczurzych 
utlenianie prow adzone przez en­
zym CYP1A2 odbywa się przy 
węglu C5. MeIQx po wniknięciu 
do organizmu może również od 
razu (bez uprzedniej N-oksydacji) 
ulec detoksykacji poprzez sprzę­
ganie z kwasem glukuronow ym  
i wytworzenie innej pochodnej 
glukuronidowej N 2 (MeIQx-AP- 
Gl), także z udziałem  enzym ów

Rycina 5. Schemat m etabolizm u MeIQx [41], zm odyfikow any. MeIQx ulega aktywacji poprzez N-oksydację do  N- 
OH-M eIQx, a dalej do wysoce reaktyw nych estrów: N-acetoksy-M eIQx i N-sulfonyloksy-M eIQx, mogących tw orzyć 
a dduk ty  z DNA. D w uetapow a oksydacja w pozycji Ca p row adząca do o trzym ania karboksylowej pochodnej, IQx-8- 
C OOH, jest głów ną drogą detoksykacji MeIQx u  człowieka. Inne drogi detoksykacji MeIQx to glukuronidacja M elQx i 
N-OH-M eIQx, sulfonow anie MeIQx i oksydacja MeIQx w pozycji C7. U szczura m ożliw a jest rów nież detoksykacja na 
d ro d ze  oksydacji MeIQx w pozycji C5.
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z grupy  UGT. Inną przemianą, jakiej może ulec MeIQx w 
hepatocytach człowieka jest pow staw anie pochodnych: 
7-okso-MeIQx oraz N-demetylo-7-okso-MeIQx, których 
nie stw ierdzono w hepatocytach szczura [41]. Reakcję tę 
katalizuje najprawdopodobniej dehydrogenaza ksantyno- 
wa. Możliwa jest także bezpośrednia reakcja w  pozycji N 2 
MeIQx z udziałem  enzymów z grupy SULT, która prowadzi 
do pow stania sulfamidowej pochodnej MeIQx (MeIQx-N2- 
S 0 3H), będącej produktem  detoksykacji [41].

R Ó Ż N IC E  W  M E T A B O L IZ M IE  H E T E R O C Y K L IC Z N Y C H  

A M IN  A R O M A T Y C Z N Y C H  U  S Z C Z U R A  I C Z ŁO W IE K A

Badania dotyczące dróg aktywacji heterocyklicznych 
am in aromatycznych prow adzone były do tej pory głów­
nie na komórkach człowieka, szczura i królika. Chociaż 
frakcje komórkowe szczura okazały się niezwykle przydat­
ne jako materiał badawczy do tego rodzaju doświadczeń, 
w ykryto kilka zasadniczych różnic międzygatunkowych w 
przem ianach metabolicznych HCA w porów naniu do ko­
m órek człowieka, które przedstawiono schematycznie na 
rycinie 6. Różnice te, dotyczące zarówno aktywności kata­
litycznej poszczególnych izoform cytochromu P450, jak i re- 
gioselektywności reakcji oksydacji HCA, mogą powodować 
rozbieżności w  toksyczności HCA obserwowane u szczu­
rów  i ludzi [18,69].

MeIQx i PhIP to heterocykliczne am iny arom atyczne 
występujące w bardzo znaczących ilościach w przetw a-

Rycina 6. Różnice m iędzygatunkow e w  regioselektywnej oksydacji MeIQx i PhIP 
p rzy  udziale CYP1A2 [29]. Aktywacja MeIQx, zarów no u  człowieka, jak i u  szczu­
ra, zachodzi poprzez N-oksydację. Detoksykacja MeIQx u  człowieka polega na 
oksydacji w  pozycji C8, zaś u szczura na oksydacji w  pozycji C5. PhIP jest aktyw o­
w ane  zarów no u  człowieka, jak i u szczura w  drodze N-oksydacji. CYP1A2 szczu­
ra, w  przeciw ieństw ie do CYP1A2 człowieka, p rzeprow adza reakcję oksydacji 
do 4'-OH-PhIP, który jest u  szczurów  głów nym  produktem  detoksykacji PhIP.
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rżanych termicznie pokarm ach mięsnych i rybach. Jak 
wcześniej w spom niano, te dwie aminy, jak i inne HCA 
są aktyw ow ane do formy kancerogennej w  reakcji N- 
hydroksylacji, która jest przeprow adzana przez cytochrom 
P450 (CYP1A2 w wątrobie i CYP1A1 oraz CYP1B1 w in­
nych tkankach [30]). Analizy przeprow adzone na oczysz­
czonych izoenzymach CYP1A2 wykazały, że rekombi- 
now any CYP1A2 człowieka wykazuje 10 do 19-krotnie 
efektywniejszą aktywację MeIQx i PhIP w porów naniu  z 
CYP1A2 szczura [18]. Co więcej, natężenie reakcji 
N-oksydacji MeIQx w niektórych populacjach hepatocy- 
tów  człowieka okazało się być zbliżone do natężenia tej 
reakcji w  hepatocytach szczurzych, potraktow anych wcze­
śniej bardzo silnym induktorem  CYP1A1/CYP1A2 [18]. 
Podczas tych badań zauw ażono również, że poziom  syn­
tezy CYP1A2 w  w ątrobie człowieka jest 10-krotnie wyższy 
niż w  wątrobie szczura [18].

Wyniki badań regioselektywności form CYP1A2 wystę­
pujących u ludzi i szczurów wykazały znaczące różnice w 
profilu aktywacji MeIQx [69], Zarówno mikrosomy z w ą­
troby człowieka, jak i CYP1A2 przeprow adzały oksydację 
MeIQx do formy genotoksycznej — N-hydroksy-MeIQx. 
Ponadto wyizolowano produkty  oksydacji w pozycji C8 gru ­
py metylowej (8-CH2OH-IQx, IQx-8-CHO i IQx-8-COOH). 
W przeciwieństwie do mikrosomów człowieka i oczysz­
czonego CYP1A2 człowieka, mikrosomy i CYP1A2 szczura 
nie katalizują reakcji oksydacji prowadzącej do powstania 
karboksypochodnej MeIQx (IQx-8-COOH), która u ludzi 
stanowi w ażny produkt detoksykacji. Z kolei mikrosomy 
i CYP1A2 szczura katalizują reakcję oksydacji pierścienia 
MeIQx w pozycji C5 z utworzeniem  produktu  detoksyka­
cji, 5-HO-MeIQx, który jest nieobecny u ludzi. Jeśli chodzi
0 metabolizm PhIP, CYP1A2 szczura katalizuje reakcję de­
toksykacji do 4'-OH-PhIP, który jest głównym produktem  
detoksykacji PhIP u szczurów. 4'-OH-PhIP został również 
wykryty w hepatocytach człowieka, jednak w jego pow sta­
wanie jest zaangażowany niezależny od CYP1A2 mecha­
nizm [41].

A K T Y W A C JA  H E T E R O C Y K L IC Z N Y C H  A M IN  

A R O M A T Y C Z N Y C H  W  C Y T O SO L U

Pierwszy etap aktywacji HCA polega na utlenieniu egzo- 
cyklicznej grupy aminowej, katalizowanym przez CYP1A2 
[70], a także w mniejszym stopniu przez izoformy CYP1A1
1 CYP1B1 [71]. Reakcja zachodzi we frakcji mikrosomalnej 
komórek wątroby. N-hydroksypochodne ulegają następnie 
reakcjom estryfikacji (O-sulfonowaniu i O-acetylacji), w któ­
rych tworzą się wysoce reaktywne pochodne HCA. Te re­
akcje zachodzą w cytosolu hepatocytów [72], Alternatywną 
drogą aktywacji HCA, zachodzącą zwłaszcza poza w ątro ­
bą, jest reakcja jednoelektronowej oksydacji katalizowana 
przez mikrosomalną syntazę prostaglandyny H  (PHS) [73], 
W ykazano ponadto, że aktywacja HCA może odbywać się 
wyłącznie w cytosolu hepatocytów bez obecności frakcji mi­
krosomalnej. Badania z wykorzystaniem frakcji cytosolowej 
S-12 wykazały, że w  przypadku IQ i MeIQ poziom akty­
wacji jest porównywalny z poziomem aktywacji obserwo­
w anym  przy zastosowaniu frakcji mikrosomalnej, a w  przy­
padku aktywacji Trp-P-2 frakcja cytosolowa S-12 okazała się 
nawet efektywniejsza niż frakcja mikrosomalna [74],
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Z N A C Z E N IE  P O L IM O R F IZ M U  G E N Ó W  W  

M E T A B O L IZ M IE  H E T E R O C YK LICZNY CH  

A M IN  A R O M A T Y C Z N Y C H

Wiązanie HCA do DNA, a w konsekwencji pojawienie 
się mutacji, w  dużej mierze zależy od równowagi pomię­
dzy szlakami aktywacji i detoksykacji HCA, jak również od 
efektywności napraw y DNA. Aktywność większości enzy­
m ów zaangażowanych w metabolizm HCA jest zdeterm i­
nowana osobniczymi cechami genetycznymi, a dodatkowo 
może być modyfikowana poprzez rozmaite czynniki środo­
wiskowe, takie jak np. styl życia.

Wyniki badań in vitro jednoznacznie wskazują na w pływ 
polimorfizmu genów na aktywność biologiczną HCA. Wy­
kazano, że hamowanie wiązania wysoce reaktywnej po­
chodnej N-acetoksy-PhIP do DNA w obecności GST jest 
ściśle zależna od użytej izoformy tego enzymu. Najbardziej 
skuteczna w tym przypadku okazała się izoforma alfa [34], 
Badania z wykorzystaniem komórek raka prostaty w ykaza­
ły z kolei, że ekspresja GSTP1 powoduje zmniejszenie ilo­
ści adduktów  powstających w komórkach, w  których jego 
ekspresja była wyciszona [75], Analizę poziomu adduktów  
przeprow adzono również dla HCA przy zastosowaniu od ­
powiednio izoformy NAT2 szybko- i wolno acetylującej. 
Okazało się, że izoforma NAT2 szybko acetylująca przy­
czynia się do powstawania większej ilości adduktów  HCA- 
DNA w porównaniu z wolno acetylującą izoformą NAT2 
wolno acetylującą [76], Badania na kongenicznych szcze­
pach chomika syryjskiego wykazały z kolei brak różnic w 
ilości adduktów  PhIP-DNA u osobników z wolno — i szyb­
ko acetylującym genotypem NAT2 [77].

Dane dotyczące w pływ u polimorfizmu genetycznego na 
poziom adduktów  HCA-DNA u ludzi są bardzo ograniczo­
ne i często niejednoznaczne. Wykazano, że u osób z geno­
typem NAT2 wolno acetylującym ilość adduktów  DNA w 
tkance pobranej z piersi była wyższa niż u osób z genoty­
pem NAT2 szybkich acetylatorów. Należy jednak zazna­
czyć, że adduktów  tych nie udało się zidentyfikować jako 
HCA. Jednocześnie wykazano, że poziom adduktów  był 
niezależny od genotypu NAT1 [78], Można zatem wniosko­
wać, że podobnie jak w przypadku pęcherza moczowego, 
w tkance piersi NAT odgrywają rolę w detoksykacji HCA, a 
nie, jak w przypadku okrężnicy, w  ich aktywacji.

Podwyższony poziom całkowitej ilości adduktów  DNA 
w tkance piersi u osób posiadających genotyp NAT2  wolno 
acetylujący został również stwierdzony w innej, analogicz­
nej analizie [79]. Dodatkowo poddano analizie polimorfizm 
w obrębie innych genów zaangażowanych w metabolizm 
HCA. Wykazano, że wśród palaczy homozygoty CYP1A1*1 
charakteryzowały się mniejszą ilością adduktów  DNA w 
porów naniu z osobami o genotypach CYPlAl*l/*2  i CY- 
PlAl*2/*2. Co więcej, stwierdzono, że w przypadku geno­
typów  CYPlAl*l/*2  i CYPlAl*2/*2 poziom adduktów  typu 
benzo[a]piren był zdecydowanie wyższy niż u osób z ge­
notypem  CYP1A1*1/*1 [79]. Inne doniesienia przemawiają 
z kolei za brakiem zależności pomiędzy polimorfizmem w 
obrębie CYP1A1 a całkowitą ilość adduktów  DNA w tkance 
piersi [80]. Podobne wyniki uzyskano dla genów: CYP1A2, 
GSTT1, GSTM1 i NQ 01  (NAD(P)H oksydoreduktazy chino-

nowej). Zaobserwowano z kolei zwiększoną ilość adduktów  
u osób z wariantem  genu GSTP1*B lub GSTP1*C w  porów ­
naniu z homozygotami typu dzikiego, GSTP1*A/*A [80].

W analizie zawartości adduktów  PhIP-DNA w leukocy­
tach chorych na nowotwory okrężnicy pacjentów, stw ier­
dzono, że poziom adduktów  był niezależny od polimor­
fizmu w obrębie genów NAT1, NAT2, SULT1A1, GSTM1 
i GST A l.  Stwierdzono natomiast znacząco podw yższoną 
ilość adduktów  w grupie m łodych osób posiadających dw a 
zm utow ane allele genu GST A l  w  porów naniu z heterozy- 
gotami bądź homozygotami typu dzikiego [81].

W pływ polimorfizmu genów na metabolizm HCA ob­
serwuje się również poprzez badanie poziomu poszczegól­
nych metabolitów HCA wydalanych w moczu. U osób z 
wysokim poziomem aktywności CYP1A2 ilość wydalanego 
niezmodyfikowanego MeIQx była niższa, co może w ska­
zywać na to, że u tych osób większa ilość MeIQx uległa 
przekształceniu do genotoksycznych pochodnych [82]. W 
tej samej analizie nie stwierdzono z kolei związku pom ię­
dzy aktywnością NAT2 a poziomem w ydalanego MeIQx w 
moczu [82], Inne doniesienia potwierdzają niższą zawartość 
wydalanego niezmetabolizowanego MeIQx u osób z wyso­
ką aktywnością CYP1A2. Jednocześnie można zauważyć, 
że w  przypadku PhIP taka odw rotna zależność pomiędzy 
aktywnością CYP1A2 a ilością HCA w ydalanych w posta­
ci niezmetabolizowanej nie ma miejsca [83]. Świadczyć to 
może o tym, że metabolizm MeIQx u ludzi jest silniej zależ­
ny od aktywności CYP1A2 niż w  przypadku metabolizmu 
PhIP [83],

Jak widać, dotychczasowe wyniki badań dotyczące w pły ­
wu polimorfizmu genów na metabolizm HCA, szczególnie 
tych przeprow adzonych na ludziach, są niejednoznaczne, 
a także często nie potwierdzają one wyników uzyskanych 
z wykorzystaniem zwierząt laboratoryjnych. Można zatem 
stwierdzić, że polimorfizm genów metabolizujących HCA 
nie tłumaczy obserwowanych międzyosobniczych różnic 
w  profilu metabolizmu HCA, co wskazywać może na to, 
że czynniki zewnętrzne, takie jak palenie papierosów czy 
ilość spożywanych w arzyw  i owoców mogą mieć większy 
w pływ  niż czynniki genetyczne na zróżnicowane w  obrębie 
populacji ryzyko związane z ekspozycją na HCA.

P O D S U M O W A N IE

Składniki diety stanowią jedną z najważniejszych przy ­
czyn zapadania na choroby nowotworowe. Spożywanie 
mięsa poddanego silnej obróbce termicznej, podczas której 
powstają heterocykliczne aminy aromatyczne (HCA), zna­
cząco zwiększa ryzyko wystąpienia now otw orów  układu 
pokarmowego, piersi czy prostaty. W związku z tym za­
proponowano, że HCA odgrywają niezwykle istotną rolę 
w  etiologii tych nowotworów. W edług IARC (International 
Agency for Research on Cancer, klasyfikacja z 1997 roku) 
HCA należą do klasy 2A lub 2B, czyli są sklasyfikowane 
jako związki praw dopodobnie lub możliwie kancerogen­
ne dla ludzi. HCA są w organizmie metabolizowane przez 
enzymy metabolizmu ksenobiotyków (XME, ang. xenobiotic 
metabolism enzymes), co może prowadzić do ich aktywacji 
lub też detoksykacji. Zarówno liczne badania epidemio­
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logiczne, jak i wyniki badań na zwierzętach dostarczają 
dow odów  na kancerogenne działanie HCA. Jednakże oce­
niając potencjalne ryzyko związane ze spożywaniem HCA 
w śród ludzi na podstawie wyników badań na zwierzętach 
laboratoryjnych, należy wziąć pod uwagę istotne różnice 
m iędzygatunkowe w  profilu metabolizmu HCA. Ogrom­
ny w pływ  na potencjał kancerogenny HCA mają również 
czynniki takie jak indyw idualne preferencje żywieniowe 
(związane głównie ze spożywaniem związków o działa­
niu przeciwnowotworowym, takich jak np. składniki wie­
lu warzyw i owoców) oraz różnice w  metabolizmie HCA 
u poszczególnych osób wynikające z polimorfizmu genów 
metabolizmu ksenobiotyków.
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A B S T R A C T

It is  est im ated  that d iet contributes to as m uch as one-th ird  o f  cancer inc id en ts. H eterocyclic aromatic am in es  (HCAs) are w e ll-k n o w n  m utagens/carci­
n o g en s  fo u n d  in  therm al-processed  m eat and fish. H C A s require m etab olic  activation to exert their carcinogenic potentia l. First step in  H C A s activation  
— the generation  o f  N -hydroxy-H C A  derivatives — is  catalyzed  b y  cytochrom e P450, m ain ly  iso en zy m e  CYP1A2. Further activation is  carried out by  
/V-acetyltransferases and sulfotransferases, w h ich  catalyze estérification o f  N -hydroxy-H C A s. T he products o f  th ese  reactions are h ig h ly  genotoxic , 
capable  o f  direct interaction w ith  D N A  by adduct form ation . H C A -D N A  adducts m ay cause errors in  D N A  rep lication  and the generation  o f  m u tation s, 
w h ich , w h e n  not repaired, m ay contribute to cancer d eve lop m en t. O n  the other hand, am on g e n zy m es  in v o lv ed  in  H C A s detoxication , U D P -g lucuro-  
n osy ltransferases and g lu tath ion e  S-transferases can be m en tion ed . Balance b e tw e en  activation and detoxication  p rocesses o f  H C A s, together w ith  
gen etica lly  determ ined  d ifferences  in  H CA m etab o lism  are crucial for the a ssessm en t o f  H C A -d ep en d en t cancer risk am on g in d iv id u a ls .
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Spór o źródła mocy katalitycznej enzymów

ST R E SZ C Z E N IE

Źródło niezwykłej mocy katalitycznej enzym ów jest nadal przedm iotem  kon­
trowersji. Eksperymentalne udokum entow anie zdolności enzymów do użycia 
naturalnych ruchów dynamicznych ich poszczególnych elementów struktural­
nych w procesie katalitycznym nie zamknęło problemu pochodzenia energii 
koniecznej do wykonania pracy katalitycznej. Wydaje się zatem, że rozwiąza­
nie tego zagadnienia nastąpi dopiero po takim zwiększeniu mocy kom puterów, 
kiedy możliwa będzie symulacja ab initio całej, olbrzymiej cząsteczki białka lub 
kwasu rybonukleinowego, zaangażowanej w  proces katalityczny.

W P R O W A D Z E N IE

Burzliwy rozwój technik biologii molekularnej a szczególnie sposobów kie­
rowanej m utagenezy oraz postęp w krystalograficznych badaniach trójwymia­
rowej struktury wielkich cząsteczek, w zbudziły pod koniec ubiegłego wieku 
oczekiwania na szybkie rozwiązanie tajemnicy niezwykłych zdolności katali­
tycznych enzymów. Jednak pomimo rozpoznania wielu m echanizmów katali­
tycznych, dla żadnego z enzym ów nie udało się dotąd przedstawić kom plet­
nego, ilościowego wyjaśnienia osiąganych przyspieszeń. Praw dopodobnie ten 
właśnie fakt sprawia, że nadal jesteśmy świadkam i zarówno ponawiania prób 
„kwantyfikacji" znanych wcześniej teorii [1], ponownego spraw dzania odrzuco­
nych hipotez [2,3], prób upowszechnienia bardziej logicznej nom enklatury [4], 
jak i prób adoptowania nowszych teorii i metod do badań katalizy enzymatycz­
nej [5-8], W łatach dziewięćdziesiątych redakcja Journal of Biological Chemistry 
[9] a kilka lat później European Journal of Biochemistry (obecnie FEBS Journal) [10] 
oraz Królewskie Towarzystwo Naukowe [11] zorganizowały specjalne dyskusje 
dotyczące tego problemu z publikacją serii artykułów przeglądowych, będących 
bezpośrednią konfrontacją różnych poglądów na mechanizmy katalityczne en­
zymów oraz na ich źródła. Niniejszy przegląd, będący skondensowaną relacją 
z tych trzech ważnych dla enzymologii wydarzeń, zawiera również krótką pre­
zentację najważniejszych narzędzi teoretycznych oraz próbę podsum ow ania ak­
tualnego stanu wiedzy na ten temat.

N A JW A Ż N IE JSZ E  N A R Z Ę D Z IA  T E O R E T Y C Z N E  

B Ę D Ą C E  P O D S T A W Ą  D Y SK U SJI

JEDNOWYMIAROWY PROFIL ENERGETYCZNY 
I TEORIA STANU PRZEJŚCIOWEGO

Zaproponow any przez Polanyi'a [12] diagram  zmian poziom u energetyczne­
go reagentów, liczy już sobie prawie 90 lat i po rozwinięciu teorii stanu przej­
ściowego [13] oraz po jej uzupełnieniu o postulat H am m onda i teorię Marcusa, 
jest powszechnie używ anym  narzędziem  zarówno w  dydaktyce jak i w praktyce 
badawczej. Diagram Polanyi'a-Eyringa jest właściwie przekrojem przez barierę 
energetyczną rozdzielającą studnie potencjału substratu i p roduktu  w reakcjach 
chemicznych. Postulat H am m onda [14] dotyczy zależności pomiędzy strukturą 
stanu przejściowego a położeniem i wysokością tej bariery energetycznej, nato­
m iast teoria Marcusa [15] opisuje wielkość i kształt tej bariery dla reakcji przeno­
szenia elektronów oraz w pływ solwentu na taką reakcję. Diagram Polanyi'a-Ey- 
ringa w odniesieniu do reakcji enzymatycznych jest oczywiście bardziej złożony 
niż diagramy zwykłych reakcji chemicznych (Ryc. 1).

Sama teoria stanu przejściowego (ang. transition state theory) jest oparta o dwa 
podstaw ow e założenia, z których jedno dotyczy istnienia dynamicznej prze­
szkody w  reakcjach chemicznych a drugie odnosi się do stosowalności prawa
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działania mas w pierwszym etapie pokonywania tej prze­
szkody. Teorię m ożna ilustrować powszechnie znanym  em ­
pirycznym  w zorem  Arrheniusa:

k = A exp(AE*/kBT) (wzór 1),

w  którym  symbol k oznacza stałą prędkości reakcji, E* jest 
energią aktywacji, natomiast wyraz przedwykładniczy (A) 
obejmuje prędkość absolutną Polanyi'a-Eyringa oraz szereg 
innych czynników takich jak: tunelowanie [16], efekt tar­
cia [17], współczynnik powrotnego przekraczania bariery 
i współczynnik fazowego odchylenia od zrównoważonej 
dystrybucji Bolzmana [7], Jednak dla celów obliczeniowych, 
zwłaszcza w  enzymologii, używane są jego bardziej rozbu­
dow ane wersje, jak np. ta prezentowana przez Warshela 
[18]:

k= ^ ( N ) re/A^)exp[_ (wzor T)'

W pow yższym  wzorze mamy wyraźne rozdzielenie w y­
rażeń dotyczących efektów dynamicznych od probabili­
stycznych. Współczynnik transmisji ( k ) obejmuje wszystkie 
elementy dynamiczne, podczas gdy symbol Ag* — ozna­
czający energię swobodną aktywacji, zawiera wszystkie 
elementy probabilistyczne. Pozostałe symbole oznaczają 
odpowiednio: k — stałą prędkości reakcji, (1*1)  ̂ — średnią 
wielkości absolutnej prędkości w zdłuż współrzędnej reak­
cji w  stanie przejściowym, kB — stałą Bolzmana, T — tem ­
peraturę absolutną. Zastosowanie takiego w zoru pozwala 
uniknąć nieporozum ień semantycznych w trwającej dysku­
sji nad zakresem stosowalności teorii stanu przejściowego 
Eyringa-Polanyi'a [11,18],

Profil energetyczny enzymatycznego cyklu katalityczne­
go w raz z niektórymi podstawowym i definicjami teorii ki-

Rycina 1. Schem at profilu energetycznego początkow ych fragm entów  prostego 
enzym atycznego cyklu katalitycznego. Symbole E, S, ES, ES*, EP oznaczają od ­
pow iednio: w olny enzym , w olny substrat, kom pleks enzym u z substratem  w 
stanie podstaw ow ym , kom pleks enzym u z reagentem  w  stanie przejściowym , 
kom pleks enzym u z produktem . W yrażenia AGb, Ag1*, Ag* oznaczają odpo ­
w iednio: energię sw obodną Gibbsa e tapu w iązania substratu p rzez  enzym  {AGb 
83 RT ln Km}, energię sw obodną aktywacji kom pleksu ES, czyli e tapu  „przeciąga­
nia" substratu  p rzez stan  przejściowy {Ag*kat = -RT ln kkat /  A), energię sw obodną 
netto  aktywacji substratu  w danej reakcji enzym atycznej {Ag* = Ag*kat + AGb = 
-RT ln (k)cat/  A Km)} gdzie A oznacza cały przedw ykładniczy w yraz  w e w zorze 
A rrheniusa. W zory definiujące poszczególne w ielkości profilu podano  za W ar- 
shelem  [1],

netyki enzymatycznej stały się przedm iotem  ważnej dysku­
sji podczas analizy skutków mutacji centrum katalitycznego 
enzymów [19]. Niektóre wnioski i propozycje zmian w yni­
kłe z tej dyskusji podano w rozdziale „Stanowiska poszcze­
gólnych grup badawczych", szczególnie w podrozdziałach 
poświęconych publikacjom Herschlaga i Northropa.

„WIELOWYMIAROWE" DIAGRAMY 
ENERGETYCZNE REAKCJI ENZYMATYCZNEJ

Reakcje biegnące z u tw orzeniem  co najmniej dwóch 
w iązań  kow alencyjnych mogą być przedstaw iane  przy 
użyciu dw óch alternatyw nych  profilów jednow ym iaro ­
wych, stanow iących kraw ędzie  dw uw ym iarow ej m apy 
pow ierzchni potencjału [20]. M odele tego typu  pozw alają 
odpow iedzieć na pytanie czy poszczególne zdarzenia  w 
przebiegu reakcji są synchroniczne (ang. concerted), czy 
następują etapam i (ang. stepwise). Reakcja enzym atycz­
na biegnie jednak w środow isku o n iezw ykłym  stopniu 
skom plikow ania i duża  ilość elem entów  struk turalnych  
olbrzymiej cząsteczki białka (lub RNA) ma swój udział w 
procesie katalitycznym . Zatem  rzeczyw ista w spółrzędna 
reakcji enzym atycznych ma charakter w ielow ym iarow y 
i fakt ten pow inien  być w jakiś sposób brany pod uw agę 
podczas analizy ich m echanizm u. Liczba „pod-stanów " 
energetycznych w  cząsteczce białka wynosi 3N, gdzie N 
oznacza liczbę atom ów  w danym  białku. Z tego wynika, 
że wszelkie procesy zachodzące w  takiej cząsteczce nale ­
ży rozpatryw ać w  przestrzen i o 3N w spółrzędnych. Ten 
skom plikow any pejzaż energetyczny (ang. energy land- 
scape) ma struk tu rę  hierarchiczną, którą Frauenfelder [21] 
określa w skrócie jako: „studzienki w  studniach, w  s tu d ­
niach". Graficzne schem aty przedstaw ian ia  takich proce­
sów są z konieczności jedynie rzutam i jedno lub dw u  w y­
m iarow ym i uśrednionych danych, dla jednej lub dwóch 
w spółrzędnych  reakcji.

Inną próbą uw zględnien ia  w ielow ym iarow ego charak ­
teru  reakcji enzym atycznych jest sposób rozw ażań  zap re ­
zen tow any w artykule Cannona, Singletona i Benkovica 
[6], W miejsce profilów potencjału term odynam icznego 
Gibbsa au torzy  proponują  stosow anie d iagram ów  p ra ­
cy (W) w ym aganej dla przejścia od w olnego substra tu  
do substra tu  w stanie w zbudzenia , w  relacji do w artości 
uśrednionej siły (F) działającej w zd łuż  drogi w spó łrzęd ­
nej reakcji (r). W yznacznikam i tej w spółrzędnej są takie 
jej punkty , przy  których F(r) = 0, czyli przy nieskończenie 
odległym  substracie (E + S), po zam knięciu substra tu  z 
enzym em  w ew nątrz  wspólnej osłonki solwatacyjnej (E,S) 
cage, po u tw orzen iu  kom pleksu w  stanie podstaw ow ym  
(ES), i po jego w zbudzen iu  do stanu przejściowego (ES*). 
A utorzy spodziew ają się, że zm iany param etrów  dają­
cych się zaobserw ow ać przy użyciu analizy k rystalogra ­
ficznej, NMR, różnych technik spektroskopow ych i sy ­
mulacji kom puterow ych, m ogą w sprzyjających okolicz­
nościach mieć proste przełożenie na „ruch" kom pleksów  
ES w zdłuż  takiej współrzędnej. Użycie tego w arsz ta tu  
teoretycznego w połączeniu z w ym ienionym i technika­
mi stw arzałoby p rzede w szystkim  szansę oszacow ania 
ew entualnego udzia łu  fluktuacji dynam icznych cząstecz­
ki białka w  enzym atycznym  procesie katalitycznym .
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PORÓWNAWCZY CYKL TERMODYNAMICZNY

Koncepcja „cyklu termodynamicznego" w analizie pro­
cesów katalitycznych została zainicjowana przez Kurza [22] 
a potem rozwinięta przez Lienharda [23] i Wolfendena [24]. 
Polega ona na zestawieniu alternatywnych dróg pow staw a­
nia stanu przejściowego w  układzie złożonym z roztworu 
reagentów i katalizatora (Ryc. 2). W reakcjach enzymatycz­
nych jedną z dróg stanowią dw a początkowe etapy proste­
go enzymatycznego cyklu katalitycznego; natomiast drugi

szlak polega na 
przekształcen iu  
s w o b o d n e g o  
substratu (S) 
do jego stanu 
p rz e jś c io w e g o  
(SĄ bez udziału 
enzymu. Z ry­
ciny 2 wynika, 
że produkt tego 
etapu może być 
następnie w y­
c h w y t y w a n y  
przez enzym  i 
podobnie jak 
w pierwszym 
szlaku, powstaje 

kompleks zawierający substrat w stanie przejściowym (ESĄ. 
Ta druga reakcja jest drogą raczej w irtualną niż rzeczywistą, 
bowiem w roztworze stężenie cząsteczek będących w  stanie 
przejściowym jest tak małe, że kataliza polegająca na „w y­
ławianiu" S* z mieszaniny jest w praktyce niezauważalna. 
Jednak dzięki umieszczeniu tej drogi w schemacie, możemy 
konstruować hipotetyczny proces term odynam iczny o cha­
rakterze cyklicznym. To z kolei pozwala porównać proces 
tworzenia stanu przejściowego w roztworze z tym samym 
procesem w miejscu katalitycznym enzymu.

Enzymatyczna część tak skonstruowanego cyklu ter­
modynamicznego polega zatem na wiązaniu przez enzym 
podstawowego stanu reagentu (S), a następnie przekształ­
ceniu go w stan przejściowy (SĄ w kompleksie (ES). Jeżeli 
założymy, że stan przejściowy substratu w stanie wolnym 
jest podobny do występującego w kompleksie z enzymem, 
to pojawienie się jakiegokolwiek efektu katalitycznego pod 
w pływ em  enzymu, oznacza istnienie nierówności kkat>kw 
w schemacie cyklu przedstawionego na rycinie 2. W sche­
macie tym symbole kkat i kw oznaczają odpow iednio stałą 
szybkości reakcji zachodzącej w  centrum  aktyw nym  enzy­
mu, oraz w roztworze wodnym; natom iast symbole K ^ i 
KES* oznaczają wielkości stałych asocjacji enzym u z substra- 
tem w  stanie podstaw ow ym  oraz z jego formą w zbudzo­
ną. Ponieważ term odynam ika przejścia od E + S do ES* jest 
niezależna od wybranej drogi, wielkości kwKESi oraz kkatKES 
są sobie równe. Zatem nierówność kkat>kw , reprezentująca 
istotę zjawiska katalizy, może mieć miejsce jedynie wtedy, 
gdy Kes* >Kes. Z tego wynika, że większe powinowactwo 
enzym u do stanu przejściowego niż do stanu podstaw o­
wego substratu jest czynnikiem decydującym o większej 
szybkości tworzenia stanu przejściowego w kompleksie ES, 
niż w  roztworze wodnym  swobodnego substratu. Zatem 
specyficzność funkcjonalna enzym ów -  jedna z cech odróż­
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niających katalizę enzymatyczną od innych mechanizmów 
katalitycznych -  jest tu warunkiem  sine qua non zaistnienia 
procesu katalitycznego.

Skoro enzym, wiążąc stan podstaw ow y reagentu jest do 
niego niezbyt dokładnie dopasowany, to w konsekw en­
cji „wym usza" jego przejście w stan przejściowy, gdyż do 
takiego właśnie stanu jest strukturalnie dopasowany najle­
piej. Pierwszą próbą sprecyzowania tego „wymuszenia" był 
zaproponow any przez Haldena, powszechnie znany model 
ręki i rękawiczki [25]. Nieco bliżej określił to Pauling [26] 
proponując term in „naprężenie" (ang: strain), które ma uła­
twić pokonanie progu energii aktywacji dla reagentów bę­
dących w kontakcie z enzymem, a w konsekwencji dopro ­
wadzić do przemiany substratu w  produkt. Nawiązując do 
zdolności czarodziejki z Odysei Homera, Jencks [27] okre­
ślił to zjawisko jako „efekt Circe", a jego istotą jest zdolność 
enzym u nie tylko do specyficznego wiązania substratu lecz 
również do jego destabilizacji. Aby cykl termodynamiczny 
spełniał w arunek przystawalności (ang. congruency) [28], 
powinniśm y założyć taką samą wartość współczynnika 
transmisji ( k )  dla obydw u dróg przebiegu reakcji. Problem 
zasadności takiego założenia był i jest nadal przedm iotem  
kontrowersji.

TEORIA DYNAMIKI WIELKICH CZĄSTECZEK

Fizycy zaangażowani w badania dynamiki cząsteczek 
biologicznych są przekonani że dla ich biologicznej funk­
cji istotna jest nie tylko struktura, lecz także ich dynam ika 
[7,29-31]. Doświadczenia prow adzone przy użyciu takich 
metod fizycznych jak spektroskopia Mossbauera, rozpra­
szanie neutronów, echo fotonowe i inne, sugerują, że białka 
w roztworze nie są sztywnymi, izolowanymi systemami, 
lecz giętkimi strukturami, których ruchy dynamiczne są 
sprzężone z dynam iką swobodnego solwentu oraz z dyna­
miką jego cząsteczek związanych w osłonce solwatacyjnej. 
Większość podstawowego materiału doświadczalnego do ­
tycząca tej tematyki pochodzi z badań nad mioglobiną (Mb) 
która, ze względu na stosunkowo prostą strukturę, jest od 
daw na poligonem dla doświadczeń sprawdzających przy­
datność nowych fizycznych technik analitycznych w na­
ukach biologicznych [29], S truktura i funkcja tej cząsteczki 
jest bardziej złożona niż dotąd sądzono. Przede wszystkim  
oprócz znanych wcześniej zdolności wiązania i przecho­
wywania dw uatom ow ych cząsteczek gazów (0 9, NO, CO), 
białko to okazało się enzymem katalizującym przem ianę NO 
—» N 0 3 ‘ . Pomimo monomerycznej struktury, Mb jest biał­
kiem allosterycznym, występującym w co najmniej trzech 
podstaw ow ych postaciach pełniących odmienne funkcje. 
Przejścia pomiędzy tymi postaciami, ruchy relaksacyjne 
obserwowane po zastosowaniu podwyższonego ciśnienia, 
fluktuacje badane techniką spektralnego wypalania (ang: 
hole burning), oraz ucieczka cząsteczek CO z wnętrza Mb 
do solwentu, wykazują znaczne podobieństwo do ruchów 
„toczenia" cząsteczek w ody w otaczającym solwencie. To 
podobieństwo skłoniło autorów do postulowania istnienia 
sprzężeń pom iędzy ruchami fluktuacyjnymi swobodnego 
solwentu a ruchami elementów strukturalnych w ew nątrz 
cząsteczki białka enzymatycznego. Zatem wymienione w y ­
żej ruchy m ożna określić jako tzw. ruchy zniewolone [30], 
Zniewolenie nieco innego typu dotyczy również ruchów
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Rycina 2. Schemat porów naw czego cyklu term ody­
nam icznego dla reakcji katalizowanych przez enzy­
my.
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Rycina 3. U proszczony schem at ideow y kw antow o-m echanicznego efektu tu ­
nelow ania w  reakcji chemicznej: Cząstka A, reprezentow ana p rzez krótszą falę 
opuszcza studnię  potencjału substratu  jedynie po przekroczeniu bariery w spo­
sób klasyczny — po uzyskaniu odpow iedniej energii, natom iast cząstka B, dzięki 
większej długości fali (A), m oże „przeniknąć" bezpośrednio do  sąsiedniej s tudni 
potencjału.

reszt aminokwasowych, zezwalających na transport ligan­
du  w ew nątrz cząsteczki białka. Ruchy te wykazują analo­
gię do drgań cząsteczek solwentu związanego w otoczce 
solwatacyjnej. Natomiast szybkie fluktuacje obserwowane 
techniką echa wibracyjnego oraz inne tzw. ruchy szybkie, 
są niezależne od dynamiki cząsteczek solwentu.

KWANTOWO-MECHANICZNY EFEKT TUNELOWANIA

Efekt tunelowania w  reakcjach chemicznych jest w yni­
kiem dualizm u korpuskularno-falowego [32], Zjawisko to 
jest znane niemal od narodzin mechaniki kwantowej i pole­
ga na paradoksalnej dla fizyki klasycznej, możliwości bez­
pośredniego „przenikania" cząstek przez barierę potencjału 
(Ryc. 3). Fizyka kwantowa dopuszcza taką możliwość na 
podstawie analizy funkcji falowej opisanej przez równanie 
Schródingera. Możliwość wystąpienia tego efektu wynika 
również z zasady nieoznaczoności Heisenberga. W chemii 
zjawisko tunelowania jest znane w reakcjach przeniesienia 
bardzo małych cząstek, choć Zuew i inni [33] przedstaw i­
li dow ody na gigantyczne przyspieszenie reakcji w  której 
efekt tunelowy dotyczy atomu węgla. W reakcjach enzym a­
tycznych obserwowano je głównie wtedy, gdy reakcja prze­
biegała z przeniesieniem elektronu, protonu, jonu w odor­
kowego lub atomu w odoru [31,32]. W arunek niewielkich 
rozmiarów uczestnika efektu tunelowania wynika ze wzoru 
deBroglie'a, wskazującego zależność między długością fali 
a masą (A = h/^2mE). Ze wzoru wynika, że im mniejsza masa 
cząstki (m) tym dłuższa fala (A). Tymczasem podstaw ow ym  
warunkiem  zaistnienia efektu tunelowego jest właśnie d łu ­
gość fali przekraczająca szerokość bariery energii aktywacji. 
Zatem szerokość i kształt bariery energii aktywacji decydują
0 tym, czy dany element jest przenoszony ponad barierą, 
czy też możliwe jest jego bezpośrednie przeniknięcie do są­
siedniej studni potencjału (Ryc.3).

KOMPUTEROWE SYMULACJE STRUKTURY
1 FUNKCJI ENZYMÓW

Symulacje kom puterowe reakcji chemicznych w  zasadzie 
są już traktowane jako narzędzie raczej doświadczalne niż 
teoretyczne. Na razie nie można jednak powiedzieć tego o
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reakcjach enzymatycznych; moc współczesnych kom pute­
rów jest jeszcze zbyt niska aby ab initio wyliczać wszystkie 
efekty energetyczne związane z funkcjonującą cząsteczką 
białka enzymatycznego [1], Dlatego ten typ modelowania 
nadal narzuca dokonywanie szeregu założeń, które nie ko­
niecznie i nie zawsze mogą okazać się słuszne. Żadna z wie­
lu dotychczasowych technik symulacyjnych nie jest zdatna 
do objęcia wszystkich skali czasowych i przestrzennych, 
oraz wynikającej z nich różnorodności procesów zacho­
dzących w dużej cząsteczce biologicznej [34], Dlatego dla 
kom puterowego modelowania cząsteczek biologicznych 
używ a się kombinacji różnych technik. Aktualnie są w  uży­
ciu dw a najważniejsze systemy komputerowych symulacji 
reakcji enzymatycznych. Pierwszy (QM/MM) jest hybrydą 
metod kwantowo mechanicznych z metodami mechaniki 
molekularnej [35] i daje lepsze wyniki w jakościowym obra­
zowaniu; natomiast drugi system (EVB), który dodatkowo 
używ a empirycznych danych o energii w iązań (ang.: empi­
rical valence bond), jest lepszym narzędziem  dla przybliżeń 
ilościowych [36,37].

N A JW A Ż N IE JSZ E  Z O G Ó L N Y C H  TEORII  

M E C H A N IZ M U  K A T A L IZ Y  ENZ Y M A T Y C Z N E J

HIPOTEZA ELEKTROSTATYCZNEJ 
STABILIZACJI STANU WZBUDZONEGO

Została przedstawiona po rozpoznaniu mechanizmu 
hydrolizy w iązań glikozydowych przy udziale lizozymu 
oraz innych glikozydaz [38]. Pierwotnie była uznaw ana za 
jeden z kilku mechanizmów katalitycznych wspólnie odpo­
wiedzialnych za wysoką sprawność katalityczną enzymów, 
w porów naniu do katalizatorów chemicznych. W miarę 
rozwoju metod biologii molekularnej i technik symulacji 
kom puterowych hipoteza ta była wielokrotnie uzupełniana 
aż wreszcie została przez Warshela i jego grupę uznana za 
opis zasadniczego mechanizmu wysokiej sprawności kata­
litycznej większości enzymów [39]. W skrócie, mechanizm 
ten polega na istnieniu silnie naładowanych, odpowiednio 
rozmieszczonych i odpowiednio zorientowanych ug rupo ­
wań, stanowiących miejsce katalityczne enzymu. G rupy te 
biorą udział w  tworzeniu i stabilizacji zdecydowanie po­
larnego stanu wzbudzonego substratów. N p w przypadku 
lizozymu [38], który katalizuje reakcję hydrolizy wiązania 
pi-4 glikozydowego, głównymi grupam i „katalityczny­
mi" są ugrupow ania karboksylowe łańcuchów bocznych 
reszt Glu35 oraz Asp54, z których niezdysocjowany kar- 
boksyl Glu35 działa jako ogólny kwas, będący donorem  
protonu dla atom u tlenu łączącego jednostki cukrowe (N- 
acetylomuraminian z N-acetyloglukozaminą). Utworzony 
w ten sposób stan przejściowy, zawierający karbokation w 
pierwszej pozycji atomu węgla, jest elektrostatycznie stabi­
lizowany przez drugą z grup katalitycznych -  zdysocjowa- 
ny karboksyl reszty Asp54. Podstawowy charakter elektro­
statycznego m echanizmu katalizy enzymatycznej jest nadal 
potw ierdzany w najnowszych publikacjach grupy W arshe­
la [40],

WIĄZANIA WODOROWE O NISKIEJ BARIERZE

Ta teoria [2] w znacznym stopniu pokryw a się z hipo­
tezą elektrostatycznej stabilizacji stanu przejściowego. Jej
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autorzy, stwierdzając istnienie w miejscu katalitycznym 
grupy (lub grup) o ładunku ujemnym, będącej akceptorem 
protonów, zakładają odpowiednie rozmieszczenie (ang. 
preorganization) wszelkich reszt zdatnych do tworzenia w ią­
zań wodorowych. Jednak dodatkowo autorzy ci zakładają 
możliwość tworzenia tam wiązań wodorowych o znacznie 
bardziej kowalencyjnym charakterze (X 6 • • H  • ■ Y'5) niż zw y­
kłe wiązania w odorow e (X‘ H-Y) powstające w  roztworze 
wodnym. Właśnie takie mocne wiązania w odorow e biorą 
udział w stabilizacji polarnego stanu wzbudzonego; na­
tomiast przyczyną zwiększenia ich mocy oraz przyczyną 
nadania im charakteru kowalencyjnego jest niska polarność 
środowiska wnętrza centrum aktywnego enzymów.

HIPOTEZA DESOLWATACJI

Ten typ katalizy jest znany także z niektórych procesów 
typowo chemicznych [41]. W pew nym  sensie ta teoria jest 
przeciwstawna dw óm  poprzednio omówionym: Oparta o 
dane wskazujące na głównie hydrofobowy charakter reszt 
wyścielających kieszeń centrum aktywnego enzymów, za­
kłada cofanie polaryzacji reaktywnych elementów substra­
tów podczas ich przejścia ze stanu podstawowego w stan 
przejściowy. Innymi słowy, destabilizacja stanu podsta­
wowego jest spow odow ana przeniesieniem substratów ze 
środowiska o wysokiej stałej dielektrycznej do środowiska 
przypominającego fazę gazową [42],

ENTROPOWE EFEKTY ZBLIŻENIA, ORIENTACJI 
I STEROWANIA ORBITALAMI

Znane od daw na zjawisko ułatwionej reakcji sąsiadują­
cych grup stało się zaczątkiem najpopularniejszej hipotezy 
mechanizmu katalizy enzymatycznej [43]. Zmniejszenie dy­
stansu między nukleofilem a elektrofilem przez ich zwią­
zanie w jednej cząsteczce, znacznie przyspiesza reakcję. 
Zatem to samo może wystąpić w ew nątrz centrum  aktyw ­
nego enzymów. Bruice nazwał to zjawisko efektem zbliże­
nia (ang. proximity) lub bliskości (ang. propinquity). Bruice i 
Pandit [43,44] wyznaczyli sprawność nukleofilowej katalizy 
reakcji hydrolizy estrów przez wewnątrzcząsteczkowe gru ­
py karboksylowe, dla których reakcją odniesienia była hy­
droliza IM  estru bromofenylowego kwasu octowego przez 
wolny IM  kwas octowy. Związkiem pośrednim  tych reakcji 
jest bezwodnik dikarboksylowy. Porównanie kinetyki syn­
tezy szeregu monoestrowych połączeń różnych kwasów 
dikarboksylowych z kinetyką analogicznych reakcji mię- 
dzycząsteczkowych, stało się podstaw ow ym  modelem do 
badań efektu zbliżenia oraz efektu orientacji w  procesach 
katalitycznych. Podana przez Pandita i Bruice'a tabela efek­
tywnych stężeń substratów tych reakcji [44] jest cytowana 
w wielu opracowaniach i podręcznikach w dyskusji nad 
efektami entropowymi w  katalizie. Okazało się, że przy­
spieszenia reakcji w systemach wewnątrz-cząsteczkowych, 
szacowane jako różnice tzw. efektywnych stężeń substra­
tów, osiągały aż osiem rzędów wielkości w  porów naniu z 
odpowiednią reakcją międzycząsteczkową. W spomniani 
autorzy doszli do wniosku, że olbrzymie przyspieszenia re­
akcji wewnątrz-cząsteczkowych, a więc i enzymatycznych, 
osiągane są dzięki następującym czynnikom: wiązaniu re­
agujących elementów w konformacji przypominającej stan 
przejściowy (ang. near attack conformation); utracie entropii 
ruchów translacyjnych w skutek zbliżenia reagujących ele­

mentów; utracie entropii ruchów rotacyjnych po wstępnym, 
właściwym zorientowaniu substratów, np. po utracie jedne­
go ze swobodnie rotujących wiązań albo po usztywnieniu 
jednego z „rotamerów". Jencks oraz Page [45,46], którzy 
użyli modeli chemicznych Bruice'a do obliczenia entropo- 
wych efektów energetycznych w centrum aktywnym  en­
zymów, wręcz uznali sprawę olbrzymich enzymatycznych 
przyspieszeń katalitycznych za rozwiązaną i zaapelowali
0 zaniechanie prac nad nowymi teoriami w tej dziedzinie. 
Odm ianą entropowego efektu orientacji jest teoria dotyczą­
ca tzw. sterowania orbitalami [3]. Autorzy tej teorii zakłada­
ją ścisłą zależność poziomu energii stanu przejściowego od 
kąta zderzenia reagujących substratów.

KATALIZA PRZEZ WYKORZYSTANIE 
EFEKTÓW DYNAMICZNYCH

Jak wcześniej wspomniano, szereg danych doświadczal­
nych wykazuje, że pew na grupa ruchów dynamicznych 
wielkiej cząsteczki jest zdom inow ana przez fluktuacje m o­
mentu dipolowego solwentu. Zatem obdarzone ładunkiem  
grupy w ew nątrz cząsteczki białka, oraz jej osłonka solwa- 
tacyjna, są elementami sprzęgającymi dynamikę struktural­
nych elementów wielkiej cząsteczki z otaczającym środo­
wiskiem. W ten sposób dynamiczne ruchy solwentu mogą 
kontrolować szeroką gamę procesów w białku, począwszy 
od zmian konformacyjnych aż po przemieszczanie ligandu 
w procesie katalizy [29],

Już w latach siedemdziesiątych sugerowano [47,48] że en­
zymy mogą indukować pewne specyficzne typy fluktuacji, 
tak obniżające współczynnik transmisji ( k ) ,  że ma on inne 
wartości niż reakcje w  roztworze. Tym samym zasugerowa­
no niezgodność enzymatycznej katalizy z teorią prędkości 
absolutnej Eyringa-Polanyi'a. Aktualnie szereg pracowni 
publikuje dane potwierdzające taką możliwość [11], Jeśli 
na podstawie tych danych można rzeczywiście sugerować 
występowanie istotnej różnicy wielkości współczynnika 
transmisji pom iędzy reakcją w  roztworze a tą samą reak­
cją w centrum  aktywnym  enzymu, w tedy katalityczny cykl 
termodynamiczny — jedno z podstawowych narzędzi en- 
zymologii — staje się nieprzystawalny i traci swój logiczny 
sens.

KATALIZA PRZEZ JĄDROWY EFEKT TUNELOWANIA

Pionierskie publikacje z pracowni Klinman [49] udoku­
mentowały możliwość wykorzystania jądrowego, kwanto- 
wo-mechanicznego efektu tunelowania przez białka enzy­
matyczne. Efekt ten jest również związany z dynam iką re­
agujących cząsteczek, a w  przypadku enzymów, z dynam i­
ką ich elementów strukturalnych będących w kompleksie z 
reagentem. Sprężystość struktury enzymu zapewnia m oż­
liwość przeniesienia termalnych wibracji środowiskowych 
na grupy kontaktowe centrum  aktywnego [31]. Wibracje 
takie mogą doprowadzić do zmian zarówno szerokości jak
1 wysokości bariery energetycznej katalizowanej reakcji. 
Mamy wtedy do czynienia z cyklicznym „bramkowaniem" 
możliwości pokonania bariery zarówno na drodze jej prze­
kraczania jak i na drodze kwantowo-mechanicznego efektu 
tunelowego [50]. Sądzono do niedawna, że jedynie długo­
dystansowe ruchy elementów strukturalnych cząsteczki
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białka umożliwiają w spom aganie efektów katalitycznych; 
tymczasem w 2006 roku opublikowano dobrze udokum en ­
towaną pracę [51] w której stwierdzono wpływ lokalnych 
oscylacji o krótkim zasięgu na proces tunelowania protonu.

S T A N O W IS K A  P O S Z C Z E G Ó L N Y C H  

G R U P  B A D A W C Z Y C H

Duża liczba informacji uzyskiwanych w latach osiem­
dziesiątych i dziewięćdziesiątych dzięki użyciu kierowanej 
mutacji w centrach aktywnych enzymów, nie doprow adzi­
ła niestety do postępu w zrozum ieniu istoty m echanizm u 
enzymatycznej katalizy. Przeciwnie, doszło naw et do jesz­
cze większego zróżnicowania poglądów na ten problem, 
oraz do sporów dotyczących logicznej analizy profilów 
energetycznych reakcji po zmianie struktury centrum  ak­
tywnego. Schowen [19] zaprezentował stanowisko, które 
sam prowokacyjnie określił jako „fundamentalistyczne", 
całkowicie zaprzeczając jakiemukolwiek udziałowi ener­
gii wiązania substratu będącego w stanie podstaw ow ym  
(AGbs), w procesie obniżania jego energii aktywacji (Agi). 
W ywołana tym wystąpieniem dyskusja z udziałem  Men- 
gera [52], a następnie M urphy'ego [53], obnażyła pew ne 
słabe strony powszechnie używanych narzędzi teoretycz­
nych, włącznie z niektórymi podstaw ow ym i definicjami 
przyjętymi w enzymologii. To z kolei skłoniło Herschlaga 
do wysunięcia tezy o „nieoznaczoności" szczegółowych 
danych dotyczących energetyki enzymatycznego procesu 
katalitycznego [54], a N orthropa do wysunięcia propozycji 
zreformowania i dokładniejszej definicji podstaw ow ych ter­
minów kinetycznych używanych w enzymologii [55], Pew ­
ne uporządkowanie poglądów i stanowisk poszczególnych 
grup badawczych przyniosły wspom niane wcześniej serie 
artykułów w  Journal of Biological Cheminstry [9], w  European 
Journal ofBiochemistry [10] oraz debata zorganizowana przez 
Królewskie Towarzystwo Naukowe [11]. Ta ostatnia deba­
ta została praktycznie zredukow ana do konfrontacji dwóch 
różnych poglądów na ogólny problem stosowalności teorii 
stanu wzbudzonego w analizie mechanizmów katalizy en­
zymatycznej [56],

PROPOZYCJE NORTHROPA

Propozycje N orthropa [55] polegają na w prow adzeniu  
fundamentalnej stałej kinetycznej która w braku jednolite­
rowego symbolu została przez niego określona jako V/K i 
zdefiniowana następująco: VfK jest stałą prędkości właści­
wej wychwytu substratu, z powstawaniem  kom pleksów en­
zymatycznych przeznaczonych do wytworzenia p roduktu  
w późniejszym czasie. Używając współczynników w pro ­
wadzonych przez Klinman i M atthews [57], N orthrop roz­
winął algebraiczny wzór na wartość stałej w ychw ytu (V/K), 
który po skróceniu funkcji seryjnych przybiera następującą 
postać:

V/K = k+1(f) (wzór 3)

W ie lkość /w  tym wzorze jest wyrażeniem obejmującym 
wszystkie stałe prędkości ze standardow ego rów nania ki­
netycznego reakcji enzymatycznej z wyjątkiem k+v W spół­
czy n n ik / jest wielkością bezwymiarową i przybiera w arto ­
ści od zera do jedności. Z przedstawionego w zoru wynika,
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że wielkość V/K, tak jak definiuje ją Northrop, jest po prostu 
ułamkiem k+1. Czyli jest ułamkiem wyrażenia dotyczącego 
raczej własności środowiska niż enzymu. Ułamek ten okre­
śla tą część zderzeń substratu z enzymem, które prow adzą 
do powstania kompleksów, dających (w późniejszym cza­
sie) cząsteczki produktu.

Użycie pojęcia „wychwytu" ułatwia wyprow adzenie 
bardziej precyzyjnych definicji prędkości maksymalnej 
(Vmax) oraz stałej Michaelisa (Km) [4], Proponowane definicje 
upraszczają sens rzeczywistego znaczenia term inu pow ino­
wactwo enzym u do substratu, związanego z wielkością K a 
nie z Km. Przy tradycyjnej definicji [Km = (k-: + k+2)/k+f  stała 
Michaelisa może być używana jako miara powinowactwa 
jedynie dla tej grupy enzymów, które działają w edług me­
chanizmu szybkiej równowagi; a więc gdy k ; »  k+, a Km 
~ k / k +1 ~ Ks, czyli gdy definicja Km traci już swą ważność; 
co jest logicznie pokrętne i trudne dydaktycznie. Natomiast 
po zaakceptowaniu definicji N orthropa [Km = V m^/(V/K) 
= k . / k  t )}, stała Michaelisa (K ) i stała substratowa

release' c a p tu re '1'  \ m '

(KJ stają się osobnymi, myślowo łatwymi do uchwycenia 
terminami. Pojęcie „stałej w ychwytu" ułatwia również 
definicję terminu „perfekcyjny enzym", oraz ułatwia roz­
wikłanie niektórych problemów podniesionych podczas 
wcześniej wspomnianej dyskusji Schowen -  M enger -  M ur­
phy [19,52,53], Dotyczy to przynajmniej tych punktów  spor­
nych, które wynikły z różnego rozumienia niektórych ter­
minów, czyli z braku precyzji w definiowaniu problemów 
kinetycznych i termodynamicznych. Propozycja Northrop 'a  
ułatwia także zrozumienie nietypowych zjawisk kinetycz­
nych w powtarzalnych reakcjach wydłużania lub skracania 
substratu polimerycznego po jego „zakotwiczeniu" (ang. 
docking) na enzymie lub na kompleksie wielo-enzymatycz- 
nym. Klasycznym przykładem  wydłużania zakotwiczo­
nego substratu, jest działanie kompleksu syntazy kwasów 
tłuszczowych [58] w której wielkość k+i staje się mniej za­
leżna od szybkości dyfuzji ligandów w środowisku, gdyż 
tutaj są one przekazywane pom iędzy centrami aktywnymi 
kompleksu. Natomiast zależności kinetyczne związane ze 
skracaniem zakotwiczonego substratu podczas enzym a­
tycznej depolimeryzacji homopolimerów, dotyczą efektów 
tzw. ataku wielokrotnego. Tu m ożna zauważyć prostą rela­
cję pom iędzy współczynnikiem (f)we wzorze N orthropa [4] 
a współczynnikiem efektywności (y) w yprow adzonym  dla 
mechanizmu ataku wielokrotnego [59],

TEZY HERSCHLAGA

Herschlag i współpracownicy [54] w  swojej analizie w y­
ników kierowanej mutagenezy enzym ów próbowali ilościo­
wo opisać trojakiego typu efekty energetyczne: udział danej 
reszty katalitycznej, udział danej strategii katalitycznej, oraz 
udział danej reszty wiążącej substrat w  centrum  aktywnym. 
Jednak żaden z tych sposobów analizy nie spełnił wym ogu 
addytywności energii rozpisanej na poszczególne elementy 
procesu katalitycznego. Autorzy sądzą, że przyczyną tego 
faktu jest kooperatywny charakter funkcji białka lub RNA. 
Ta właśnie kooperatywność jest odpowiedzialna za „nie­
oznaczoność" energetycznego udziału danego elementu 
strukturalnego w obniżaniu energii aktywacji. W edług tej 
koncepcji, kierowana mutageneza daje więc jedynie m oż­
liwość potwierdzenia funkcji danej reszty aminokwasowej
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w procesie katalitycznym, natomiast próby oszacowania jej 
procentowego udziału w  tym procesie są skazane na niepo­
wodzenie.

STANOWISKO KLINMAN, SCHWARTZA,
SCRUTTONA I INNYCH

Rosnąca liczba publikacji kilku grup badaw czych zaj­
mujących się dynam iką białek i jej związkiem  z procesami 
katalitycznymi, doprow adziła do otwartego zakwestio­
now ania przydatności teorii Eyringa-Polanyi'a w  enzy- 
mologii [11,60,61], Wyniki badań efektów izotopow ych w 
katalizie enzymatycznej [49], szczegółowe obrazy struk ­
tur poszczególnych form kom pleksu enzym u z ligandem  
uzyskiw ane dzięki analizie krystalograficznej i NMR [62], 
oraz niektóre wyniki kom puterow ych symulacji funkcji 
enzym u [63] stanowią argum ent już nieodwracalnie do ­
kum entujący udział zjawisk kwantowo-m echanicznych 
w reakcjach katalizowanych enzymatycznie. W ymienieni 
wcześniej autorzy są przekonani, że białka enzym atyczne 
mają także zdolność sterowania tymi m echanizm am i w 
celu osiągnięcia efektu katalitycznego. Sterowanie takie 
odbyw a się dzięki spontanicznym  wibracjom odpow ied ­
nich elem entów strukturalnych centrum  aktywnego, kie­
rujących w spółrzędną reakcji na inne tory niż w ynikało­
by to z obserwacji m apy wielowymiarowej powierzchni 
potencjału reakcji biegnącej w  roztworze. Zatem problem  
współczesnej enzymologii polega nie na tym, czy w spo­
m niane efekty kwantowo-m echaniczne mają miejsce w en­
zym atycznym  procesie katalitycznym, lecz w jakim stop­
niu przyczyniają się one do przyspieszenia danej reakcji, 
oraz jak są rozpow szechnione w śród enzymów.

STANOWISKO WARSHELA

Odkrycia Warshela związane z hipotezą elektrostatycz­
nego pochodzenia mocy katalitycznej enzymów dotyczą 
dwóch elementów, po pierwsze — stwierdził on wysoki 
stopień podobieństwa pomiędzy wnętrzem  centrum ak­
tywnego enzymów a środowiskiem wytw orzonym  przez 
otoczkę solwatacyjną substratów w roztworze wodnym  
[36,64]; po drugie — wyjaśnił paradoks wynikający z tego 
odkrycia, a polegający na tym, że z podobieństwa reakcji w 
tych dw óch środowiskach powinniśmy wnioskować raczej 
o braku katalizy a nie o jej zaistnieniu. Warshel wyjaśnia ten 
paradoks pracą wykonaną na enzymie podczas jego trzecio­
rzędow ego fałdowania (1). Specyficzne fałdowanie dopro­
w adza do takiego rozmieszczenia ładunków  w ew nątrz czą­
steczki enzymu, że nowo powstający, spolaryzowany stan 
w zbudzony substratu nie musi już wykonywać koniecznej 
do jego stabilizacji repulsji dipoli wodnych w  swoim naj­
bliższym otoczeniu (Ryc. 4). G rupy niosące odpowiedni 
ładunek dla tej stabilizacji są w centrum  aktywnym  pre-or- 
ganizowane czyli rozmieszczone w sposób optymalny dla 
ułatw ienia reakcji. Zatem energia konieczna dla obniżenia 
bariery energetycznej katalizowanej reakcji została dostar­
czona enzymowi już na etapie specyficznego kształtowania 
jego wielkiej cząsteczki (64). Warshel nie zaprzecza istnie­
niu efektu tunelowania i innych efektów dynamicznych w 
reakcjach katalizowanych enzymatycznie. Podkreśla jedy­
nie w ystępowanie tych samych efektów w reakcjach odnie­
sienia zachodzących w roztworze [65,66], co dowodzi, że 
nie mogą być one odpowiedzialne za katalizę. A jeśli nawet 
białko enzymatyczne ma pew ną możliwość kształtowania 
studni potencjału swoich ligandów [50], to wpływ ten nie 

może być znaczący [18]. Również inne me­
chanizmy katalityczne, które tutaj w skrócie 
przedstawiono, mają według W arshel'a sto­
sunkowo niewielki udział w procesie katali­
tycznym enzymów [66],

P O D S U M O W A N IE

W miarę wzrostu mocy komputerów, do­
świadczenia symulacyjne Warshela i jego 
grupy dostarczają coraz to nowych dowodów 
na słuszność pozornie trywialnej hipotezy o 
głównie elektrostatycznym charakterze od ­
działywań stabilizujących stan przejściowy 
podczas katalizy enzymatycznej [64-67], Co 
więcej, dane te generalnie sugerują zgodność 
mechanizmów katalizy enzymatycznej z teo­
rią stanu przejściowego Eyringa [18]. Pogląd 
ten stoi więc w  opozycji do bardzo atrakcyj­
nych i w  związku z tym modnych hipotez o 
głównie dynam icznym  podłożu katalizy en­
zymatycznej [60-63], W lawinie nowych do ­
niesień potwierdzających taki sposób funkcjo­
nowania enzymów nie m ożna jednak znaleźć 
dow odów  zaprzeczających w racjonalny spo­
sób tezom Warshela. W pracach tych albo brak 
wzmianki na ten temat, albo dyskusja z jego 
stanowiskiem ogranicza się do przywołania 
argum entu o „zdaniu większości badaczy", co 
w  nauce jest raczej nienajlepszym sposobem

Rycina 4. Graficzna prezentacja koncepcji W arshela (1) elektrostatycznego pochodzenia m ocy katali­
tycznej enzym ów: Zarów no reakcja biegnąca w roztw orze (A) jak i reakcja w  centrum  katalitycznym  
enzym ów  (B) polega na specyficznej orientacji polarnych elem entów  zaangażow anych w  aktywację 
substratu . W roztw orze koszty procesu pokonyw ania bariery energetycznej (Ag*1) składają się z energii 
koniecznej do praw idłow ego rozm ieszczenia dipoli solw entu wobec w zbudzanego substratu  (Ag^) 
oraz energii koniecznej do wcześniejszej destrukcji w arstw y solwatacyjnej w  najbliższym  otoczeniu 
substratu , czyli do pokonania oddziaływ ań pom iędzy d ipolam i w ody  w tej w arstw ie  (Ac ). N ato ­
m iast w  miejscu aktyw nym  enzym u dipole zw iązane z g rupam i polarnym i, w ew nętrzne cząsteczki 
w ody, oraz zjonizowane reszty am inokw asow e, zostały częściowo zorientow ane już podczas fałdo­
w ania cząsteczki enzym u. Zatem  energia sw obodna aktywacji w  miejscu aktyw nym  enzym u jest niż­
sza o wielkość Ag^. Rycinę opublikow ano za zgodą autora.
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polemizowania. Natomiast grupa Warshela konsekwentnie 
wykazuje, że wyniki doświadczeń dokumentujące istotny 
wkład dynamiki cząsteczek w proces enzymatycznej kata­
lizy, lub negujące jego elektrostatyczny charakter, dośw iad­
czeń wykonanych nawet z użyciem najnowocześniejszych 
metod fizycznych, są często niezbyt dobrze zaprojektowa­
ne. W większości tych prac zabrakło bowiem porównania 
z praw idłow ym  układem  odniesienia jakim jest reakcja 
chemiczna w osłonce solwatacyjnej [64,66] albo dokonano 
niewłaściwych założeń podczas interpretacji doświadczeń 
wykonywanych przy użyciu analogów stanu przejściowego
[67].

Główne argum enty W arshela dotyczące podobieństwa 
środowisk reakcji w  centrum  aktyw nym  i w  roztworze 
mogą być podw ażone jedynie przy zastosowaniu lepszych 
technik symulacji kom puterowych niż jego m etoda EVB, 
co na razie jest raczej mało praw dopodobne ze względu 
na olbrzymie doświadczenie grupy Warshela właśnie w tej 
dziedzinie. Wydaje się, że szansa na rozstrzygnięcie spo­
ru o główne mechanizmy w enzymatycznej katalizie leży 
w radykalnym  zwiększaniu mocy kom puterów  do takie­
go poziomu, aby możliwa stała się symulacja ab initio całej 
funkcjonującej cząsteczki białka. Próby takiej symulacji już 
są dokonywane [68]. Jednak jak dotąd, dzięki publikacjom 
grupy Warshela, slogan Knowlesa [69]: "Nie inna, lecz lep­
sza", dotyczący charakteru przewagi katalizy enzymatycz­
nej nad chemiczną, jest wciąż aktualny.
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Dispute on the source of enzymes' catalytic power 
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ABSTRACT
The source of enzymes' unusual catalytic power is still a controversial problem. Experimental documentation of enzymatic ability to use their 
natural dynamic motions in catalytic processes did not end the dispute on the origin of the energy necessary for catalytic work. Thus, it seems 
that resolution of this problem w ill only follow  given an increase in computer power, such that ab initio  simulations of the entire, large pro­
tein or ribonucleic acid molecule, engaged in a catalytic process, w ill be possible.
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Wykaz skrótów: DF-1 — dendrofuleren; DPPH
— rodnik  2,2-difenylo-l-pikryłohydrazylow y; 
FTIR — spektroskopia w  podczerw ieni z trans­
formacją Fouriera; FulAq — uw odnione agre­
gaty fulerenu CM o średnicy 1,6-3,4 nm; GSH — 
glutation; nano-C60 — w odne roztw ory agrega­
tów  fulerenu C60 o średnicach 50-200 nm; RFT
— reaktyw ne form y tlenu; SOD — dysm utaza 
ponadtlenkow a; TF1F — tetrahydrofuran

STRESZCZENIE

Cząsteczka fu lerenu , m ająca kształt k u li lub  elipsoidy, zbudow ana jest z p ierścieni, sk ła ­
dających się z pięciu  i sześciu atom ów  węgla, połączonych sprzężonym i w iązaniam i n. 

O becność zdelokalizow anych  elek tronów  n  w cząsteczce pow oduje, że fu lereny  m ogą łatw o 
przyłączać rodn ik i. K om órki ssaków  są zbudow ane g łów nie z cząsteczek wody, stanow ią­
cej około 70% m asy kom órki. U szkodzenia  pow stające pod w pływ em  dzia łan ia  p rom ien io ­
w an ia  jonizującego są w ynik iem  reakcji p rzede w szystk im  rodnikow ych  i n ierodnikow ych  
p ro duk tów  rad io lizy  wody. W  w arunkach  tlenow ych rodn ikam i odpow iadającym i za uszko ­
dzen ia  są: ro d n ik  w odorotlenow y, an ionorodn ik  ponad tlenkow y i nad tlen ek  w odoru . W ol- 
no rodn ikow y  m echanizm  uszkodzeń  radiacyjnych sugeruje, że fu lereny  m ogą chronić stru k ­
tu ry  kom órkow e przed  uszkodzeniam i w yw oływ anym i przez p rom ien iow anie  jonizujące. 
Jednak  fu lereny  m ogą być także donorem  elektronów , k tóre w  reakcji z tlenem  cząsteczko­
w ym  generu ją  an io norodn ik i ponad tlenkow e. K ształt fu lerenów  pozw ala na w ykorzysta ­
n ie  ich także jako nośn ików  atom ów  p ierw iastków  rad ioak tyw nych  stosow anych w tera­
p ii i diagnostyce m edycznej. O w łaściw ościach fu lerenów  i ich pochodnych decyduje k ilk a  
czynników , p rzede w szystk im , rodzaj przyłączonych grup funkcyjnych, stru k tu ra  agregatów  
tw orzonych przez n iepodstaw ione  fu lereny  w  roztw orach w odnych oraz w łaściw ości u k ład u  
dośw iadczalnego, w  k tórym  fu lereny  się znajdują.

WPROWADZENIE

Cząsteczka fulerenu zbudow ana jest z pierścieni, składających się z pięciu 
i sześciu atomów węgla, połączonych sprzężonymi wiązaniami tt. Najtrwalszy 
fuleren, zawierający 60 atomów węgla (C60) ma kształt dwudziestościanu ścięte­
go (20 pierścieni sześcioczłonoych i 12 pierścieni pięcioczłonowych), w  którym 
wszystkie atomy węgla wykazują hybrydyzację sp2 i są chemicznie równocenne. 
W fulerenie występują dw a typy wiązań: pojedyncze C5-C_ w pięciokątach oraz 
podwójne C5-Ch w sześciokątach (Ryc. 1). Cząsteczka C kształtem przypom ina 
piłkę futbolową (Ryc. 2). Delokalizacja 30 wiązań podwójnych i uwspólnienie 60 
elektronów n  w  całej cząsteczce, nadaje jej właściwości aromatyczne i zapewnia 
dużą stabilność [1]. Budowa cząsteczki fulerenu determinuje również jej właści­
wości chemiczne. Z jednej strony fulereny mogą być na tyle wydajnymi zmia- 
taczami wolnych rodników, że nadano im nazwę „gąbki wolnorodnikowej". 
Z drugiej strony mogą także wykazywać właściwości prooksydacyjne [1,2]. W 
w yniku pochłonięcia kw antu promieniowania przez fuleren, może nastąpić jego 
przejście w  długotrwały, trypletowy stan wzbudzenia, co prow adzi do genero­
wania wysoce reaktywnego tlenu singletowego ^O,). Możliwy jest także inny 
mechanizm, w którym fuleren jest donorem  elektronów i w  reakcji z tlenem czą­
steczkowym generuje anionorodnik ponadtlenkowy (O,-*). Reaktywne formy

tlenu (RFT) powstające w  wyżej 
opisanych procesach przy udzia­
le fulerenów, mogą powodować 
uszkodzenia struktur kom órko­
wych, prowadząc w efekcie do 
przyspieszenia procesów starze­
nia się i do śmierci komórki [3-5]. 
Dualne właściwości fulerenów, 
możliwość zarówno zmiatania 
jak i generowania RFT, mogą po­
zwolić na zastosowanie ich jako 
czynników ochronnych lub cy- 
totoksycznych dla komórek. O 
właściwościach fulerenów i ich 
pochodnych decyduje kilka czyn­
ników, przede wszystkim, rodzaj 
przyłączonych grup funkcyjnych, 

Rycina 1. B udow a przestrzenna fulerenu CM. Struktura agregatów tworzonych
przez niepodstawione fulereny
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Rycina 2. Schemat ilustrujący podobieństw o C^, do piłki futbolowej. 
Źródło: h t t p : / / sp in .fh -b ie le fe ld .d e /im g /w o rk u n its/fu lle ren e /fullerene_2.jpg 
(19.02.2010).

w roztworach wodnych oraz właściwości układu dośw iad­
czalnego, w  którym fulereny się znajdują [6-8].

F U N K C JO N A L IZ A C JA  FU L E R E N Ó W

Fulereny rozpuszczają się w wielu rozpuszczalnikach 
niepolarnych, zarówno alifatycznych jak i aromatycznych 
[9], Słaba rozpuszczalność fulerenów w cieczach polarnych 
jest pow ażnym  mankamentem, gdy pod uwagę weźmie się 
biomedyczne zastosowanie „węglowych piłeczek". Pomi­
mo hydrofobowości fulerenów udało się otrzymać w wo­
dzie stabilne roztwory C60 nazyw ane nano-C60. Cząsteczki 
C60 w kontakcie z wodą, tworzą trwałe agregaty nanom e­

try cznych wymiarów. Roztwory nano-C60 można uzyskać 
poprzez wym ianę rozpuszczalników. Mieszając z w odą 
nasycony roztwór fulerenu C60 w  toluenie i poddając go 
działaniu ultradźw ięków  do całkowitego odparowania to­
luenu, otrzymujemy koloidalny roztwór wodny agregatów
C* [10-12].

W zależności od sposobu przygotowania roztworów 
fulerenu w wodzie, uzyskujemy agregaty o różnych wiel­
kościach, barwie i reaktywności. Liczne prace donoszą o 
toksyczności tak przygotowanych roztworów wobec struk­
tur komórkowych poprzez oddziaływania elektrostatyczne 
[13,14] oraz poprzez generowanie reaktywnych form tlenu 
[15,16]. Działanie roztworam i nano-C6()w stężeniu powyżej 
0,4 ppm  na komórki bakterii £. coli DH5a i B. subtilis CB315 
w  hodowlach prow adzonych zarówno w w arunkach tleno­
wych jak i beztlenowych, powodowało zaham owanie ich 
wzrostu. Niektórzy badacze uważają [17], że toksyczność 
roztworów nano-C60 wobec komórek wiąże się ze sposobem 
przygotowania tych roztw orów  i możliwością adsorpcji 
rozpuszczalników organicznych użytych do przygotow a­
nia roztworów na powierzchni nano-C^.

Teorię tę potwierdzają wyniki badań [18], w  których do 
przygotowania roztw orów  nano-C60 wykorzystano roztwo­
ry fulerenu Cw) w tetrahydrofuranie (THF/n-C60). Roztwory 
te napromieniowano prom ieniowaniem  gamma w dawce 
34 kGy. Analiza spektroskopow a m etodą FTIR potwierdzi­
ła radiacyjną degradację THF. Napromieniowanie roztworu 
T H F/n-C  , przed ekstrakcją fulerenu do wody, prow adzi­
ło do całkowitej utraty cytotoksyczności przez uzyskane w 
ten sposób wodne roztw ory nano-C^. Ponadto roztwory te 

zyskały zdolność do zmiatania RFT 
i ochrony komórek ssaków przed 
śmiercią wywołaną stresem oksy­
dacyjnym. Przygotowanie wodnych 
roztw orów  nano-Cwl przez ekstrakcję 
fulerenu z roztworu w THF z pom i­
nięciem napromieniowania promie­
niowaniem  gamma, powodowało 
znaczną toksyczność tak uzyskanych 
roztw orów  nano-Cw) [19]. Nowsze 
prace również dow odzą toksyczności 
pozostałości THF, a nie cząstek na- 
no-C60, w  oddziaływaniu na komórki 
ssaków [20,21].

Wiele metod modyfikacji C60 do 
pochodnych rozpuszczalnych w w o­
dzie, polega na przyłączeniu określo­
nych grup funkcyjnych. W badaniach 
nad biologicznym działaniem fulere­
nów  i ich właściwościami antyoksy- 
dacyjnymi wykorzystuje się głównie 
pochodne rozpuszczalne w  wodzie 
takie jak: fulerenole (polihydroksy- 
fulereny), PEG-fulereny (z przyłą­
czonym glikolem polietylenowym) i 
PVP-fulereny (fulereny opłaszczone 
poliwinylopirolidonem) oraz kom ­
pleksy fulerenu z cyklodekstrynami 
(Ryc. 3).

Rycina 3. Pochodne hydrofilow e fulerenu C^: a) PVP-fuleren, b) fulerenol, c) PEG-fuleren, d) kom pleks fule- 
ren-cyklodekstryna.
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W ymienione powyżej przykłady hydrofilowych pochod­
nych okazały się świetnymi zmiataczami wolnych ro d ­
ników [22-24],

D Z IA Ł A N IE  P R O M IE N IO W A N IA  

JO N IZ U JĄ C E G O  N A  K O M Ó R K Ę

Absorpcja promieniowania jonizującego o energiach rzę ­
du kilku MeV przez materię jest niespecyficzna i prow adzi 
do jonizacji atomów i cząsteczek. Ponieważ komórki ssa­
ków są zbudow ane głównie z cząsteczek wody, stanow ią­
cej około 70% masy komórki uszkodzenia powstające pod 
w pływ em  działania promieniowania jonizującego są w yni­
kiem reakcji przede wszystkim produktów  radiolizy wody. 
Pod nieobecność tlenu przebieg radiolizy wody m ożna opi­
sać równaniem:

4,0 H .O  -  2,6 OH + 2,6 e-  + 2,6 H  + + 0,6 H' + 0,4 H , +
' 2  '  ’ aq ’  '  ’ 2

0,7 H 20 2

Gdy w  układzie jest obecny tlen, zachodzą w tórne reak­
cje, podczas których zanikają redukujące produkty  radioli­
zy:

H' + 0 2 -» H O /

h o /  u  h  + +  o , - '

O + e~  -+ O,*'2 aq 2

Rodnik O,-' jest mało reaktywny i ulega spontanicznej 
lub katalizowanej przez dysm utazę ponadtlenkową reakcji 
dysmutacji.

Rodnik wodorotlenowy jest najbardziej reaktywną cząstką 
spośród wszystkich tzw. „reaktywnych form tlenu" z czasem 
życia rzędu kilku nanosekund. Powstaje in vivo po napromie­
niowaniu promieniowaniem wysokiej energii (np. promienio­
wanie X lub gamma) lub w wyniku katalizowanego rozpadu 
nadtlenku wodoru (reakcja Fentona). Ze względu na swoją 
wysoką reaktywność rodnik wodorotlenowy reaguje natych­
miast z otaczającymi cząsteczkami w miejscu swojego powsta­
wania. Rodnik 'OH ma bardzo wysoki potencjał utleniający, w 
środowisku obojętnym E°('OH/OH) = 1,8 V. Ze względu na 
swoje właściwości utleniające i niespecyficzne działanie może 
modyfikować praktycznie wszystkie składniki budujące ko­
mórki [25-27], Wolnorodnikowy mechanizm uszkodzeń radia­
cyjnych sugeruje, że zmiatacze wolnych rodników powinny 
chronić struktury komórkowe przed uszkodzeniem. Związki 
elektronodonorowe poprzez naprawę uszkodzeń powstałych 
np. w wyniku redukcji utlenionych grup funkcyjnych również 
powinny wykazywać właściwości ochronne.

Pierwsze badania nad zastosowaniem środków  chemicz­
nych do ochrony przed promieniowaniem jonizującym 
przeprow adzono ponad 60 lat temu [28,29], Zastosowano 
wówczas horm on estradiol, który wykazywał właściwości 
ochronne. Po odkryciu radioochronnego działania niektó­
rych związków tiolowych, przede wszystkim cysteiny, roz­
poczęto intensywne badania nad chemicznymi środkam i 
radioochronnymi [29,30].

Pomysł wykorzystania fulerenów do ochrony komórek 
przed działaniem promieniowania jonizującego związany 
był z właściwościami chemicznymi i biologicznymi fulere­
nów  i ich pochodnych. Fulereny cechują się wysokim po­
winowactwem  elektronowym, wobec czego łatwo przyłą­
czają rodniki oraz podstawniki nukleofilowe [31]. Ponadto 
wyniki badań wskazują, że niektóre z rozpuszczalnych w 
wodzie pochodnych fulerenu C i C82 nie wykazują cytotok- 
syczności w zakresie stężeń stosowanym do ochrony przed 
wolnymi rodnikami [32,33],

R A D IO P R O T E K C Y JN E  D Z IA Ł A N IE  F U L E R E N Ó W

Radioochronne działanie fulerenolu na naprom ieniow a­
ne tkanki zdrowych szczurów i myszy porów nyw ane było z 
popularnym  radioprotektorem amifostiną o komercyjnej na ­
zwie Ethyol®. Oba związki w ydłużały czas życia szczurów 
naprom ieniowanych dawką letalną 8 Gy powyżej 30 dni. Po­
nadto, fulerenol w dawce 100 m g /k g  skuteczniej zapobiegał 
obniżaniu liczby granulocytów i limfocytów po naprom ie­
niowaniu szczurów daw ką subletalną 7 Gy niż amifostina 
w stężeniu 300 m g/kg . Oba badane związki w ykazywały 
właściwości ochronne wobec napromieniowanych tkanek, 
jednak fulerenol efektywniej chronił śledzionę, jelito cienkie 
i płuca natomiast amifostina była skuteczniejsza w ochronie 
serca, wątroby i nerek [34]. Podobne wyniki otrzymali inni 
badacze [35], Podawali oni fulerenol C60(OH)24 m yszom  w 
dawce 40 m g /k g  przez 2 tygodnie. Następnie m yszy na ­
promieniowano daw ką 8 Gy na całe ciało. Zaobserwowano 
zwiększoną o 73,7% przeżywalność myszy po 30 dniach od 
napromieniowania w  stosunku do myszy, którym  nie p oda­
wano wstępnie fulerenolu. Stwierdzono ochronę jednego z 
najważniejszych enzymów antyoksydacyjnych, dysm utazy 
ponadtlenkowej i ważnego, endogennego przeciwutlenia- 
cza, glutationu oraz zmniejszenie peroksydacji lipidów w 
komórkach wątroby. Fulerenol chronił przed utlenianiem 
białka mitochondrialne, wpływał na zachowanie potencja­
łu błony mitochondrialnej, ham ował indukcję apoptozy w 
komórkach śledziony.

Stwierdzono także, że fulerenol chroni komórki w  w a­
runkach in vitro przed uszkodzeniami inicjowanymi rad ia ­
cyjnie [36,37], Fulerenol chronił komórki szczepu Stylonychia 
mytilus przed promieniowaniem gamma z 60Co aż do dawki 
1500 Gy [37]. Stopień ochrony był zależny od stężenia fule­
renolu w zakresie stężeń 0,06-0,1 m g/m l. Jednak podw yż­
szenie stężenia do 0,25 m g /m l powodowało zmniejszenie 
przeżywalności komórek w stosunku do kontroli naprom ie­
niowanej daw ką 500 Gy. Świadczy to o wpływie stężenia na 
właściwości ochronne fulerenolu.

Ochronne działanie uw odnionego fulerenu potw ierdzo­
no w w arunkach in vitro na izolowanym DNA oraz w w a­
runkach in vivo na napromieniowanych myszach, oceniając 
poradiacyjne uszkodzenia wywołane prom ieniowaniem  X 
w dawce od 1 do 7 Gy. Uwodniony fuleren jest roztw orem  
w odnym  Cb0 uzyskanym  poprzez ekstrakcję fulerenu z roz­
puszczalnika organicznego i poddanym  działaniu u ltradź­
więków. Powstają hydratow ane agregaty o średnicach oko­
ło 1,8 lub 3,4 nm  [12]. Zaobserwowano, że stopień ochrony 
DNA przez FulAq był odwrotnie proporcjonalny do stęże-
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Rycina 4. W zór chem iczny cząsteczki joheksolu.

nia fulerenu [12]. Badacze efekt ten tłumaczą pow staw a­
niem stref hydratacyjnych w  obrębie cząsteczek i agregatów 
fulerenu. Powstaje stabilny kompleks donor-akceptor o bu ­
dowie Ch0@(H2O)n. FulAq podany dootrzewnowo myszom 
w dawce 0,1 lub lm g /k g  masy ciała w ydłużał życie myszy 
po naprom ieniowaniu dawką subletalną 7 Gy proporcjonal­
nie do zastosowanego stężenia, jeżeli podany był przed na ­
promieniowaniem. Podanie FulAq po naprom ieniowaniu 
nie poprawiało przeżycia myszy.

Badania mające na celu określenie zdolności do ochro­
ny przed promieniowaniem jonizującym przez fuleren C6(| 
połączony z dendrymerem, prow adzono w w arunkach in 
vivo na słodkowodnej rybie Danio pręgow anym  (Danio re­
no) z rodziny karpiowatych. Zarodki Danio pręgowanego 
zostały poddane działaniu promieniowania jonizującego 
w dawkach od 20 do 80 Gy w obecności i pod nieobecność 
dendrofulerenu (DF-1). Ewentualna toksyczność oraz zdol­
ności radioochronne DF-1 zostały ocenione na podstawie

czasu przeżycia, morfologii jak i czynności narządów. DF-1 
znacząco obniżył uszkodzenia wywołane prom ieniowa­
niem  gam m a z 137Cs, jeśli podano go 3 godziny przed na­
prom ieniowaniem  i 15 min po ekspozycji. DF-1 nie zapew ­
niał żadnej ochrony, gdy został podany 30 min po napro­
mieniowaniu. Toksyczności ze strony DF-1 nie stwierdzono 
[38]. Dendrofulereny cechują się dużym i stałymi szybkości 
z rodnikam i tlenowymi, jednak ze względu na duże roz­
miary, wydajność reakcji zależeć będzie od możliwości 
kontaktu obszaru bogatego w  elektrony n z rodnikami czyli 
od homogennego lub specyficznego miejscowo tworzenia 
rodników  [39],

W historii radiobiologii dużą uwagę poświęcono moż­
liwości wykorzystania białek antyoksydacyjnych w  ochro­
nie przed promieniowaniem jonizującym. Zastosowanie 
dysm utazy ponadtlenkowej w  znaczący sposób zwięk­
szało przeżywalność myszy poddanych działaniu radiacji 
[40,41], Właściwości radioochronne fulerenów wynikają 
głównie z możliwości zmiatania rodników generowanych 
radiacyjnie w wyniku radiolizy wody. Jednak niektóre z 
pochodnych fulerenów wykazują działanie antyoksydacyj- 
ne poprzez naśladowanie działania niektórych enzymów 
antyoksydacyjnych [42,43], Zaobserwowano, że fuleren Cw) 
z przyłączonymi resztami kwasu malonowego (nazywany 
C3) wykazuje działanie naśladujące działanie manganowej 
dysm utazy ponadtlenkowej (Mn-SOD) w w arunkach in vi­
tro i in vivo [44], Reakcja między maleinową pochodną CH) a 
O t '  nie zachodni bezpośrednio [39], ale poprzez katalitycz­
ną dysmutację anionorodnika ponadtlenkowego. Myszom 
z zablokowanym  enzymem SOD2 podano pochodną C3, co 
spow odow ało 3-krotne wydłużenie ich życia. Wyniki badań 
immunochemicznych udowodniły, że C3 lokuje się w  mito- 
chondriach. W związku z powyższym  zaproponow ano [31] 
m echanizm  działania karboksyfulerenu C3 jako katalizatora 

reakcji dysmutacji rodników ponadtlenkowych. 
Badacze uważają na podstawie obliczeń meto­
dami m odelowania molekularnego, że reakcja 
zachodzi poprzez przeniesienie niesparowanego 
elektronu z anionorodnika ponadtlenkowego na 
cząsteczkę C3, następnie anionorodnik C3'  reagu­
je z kolejnym anionorodnikiem ponadtlenkowym, 
w  wyniku czego odtw arza się C3 i powstaje H 20 2. 
Wyniki uzyskane w przedstawionych pracach 
dow odzą faktu, że fulereny lub niektóre ich po­
chodne mogą chronić komórki zarówno przez 
bezpośrednią reakcję z wolnymi rodnikami jak i 
przez naśladowanie działania enzymów antyok­
sydacyjnych.

FULERENY JA K O  R A D IO U C Z U L A C Z E

Zdolność do generowania zwiększonej ilości 
RFT nie zawsze jest niekorzystna z punktu w i­
dzenia medycznego. Możliwość zwiększenia ge­
nerowania RFT w komórkach nowotworowych 
poddanych napromieniowaniu, może być prze­
słanką do zastosowania fulerenów w radioterapii. 
Istnieją doniesienia o radiouczulającym działaniu 
nano-C60 na komórki nowotworowe skóry i w ą­
troby poddaw ane działaniu promieniowania y 
z 60Co [45]. Poddano naprom ieniowaniu dwie

R ycina 5. W zór chem iczny pochodnej jodowej fulerenu o właściwościach kontrastujących w  to­
mografii kom puterowej.
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linie kom órkowe (B16 i SMMU-7721) o różnej promieniow- 
rażliwości. Obydwie linie naprom ieniowane w obecności 
nano-C60 wykazywały większą radiowrażliwość niż napro ­
m ieniowane bez fulerenu. Wyniki tych badań wykazały ra- 
diosensybilizacyjne właściwości zawiesin nano-C60 poprzez 
zwiększanie ilości wytwarzanych RFT i uszkadzanie błony 
komórkowej komórek nowotworowych.

Właściwości fulerenów m ożna modyfikować zarówno 
poprzez podstawniki przyłączane do cząsteczki fulerenu 
lub poprzez tworzenie kompleksów typu gość-gospodarz 
oraz operując w arunkam i reakcji, w  tym stężeniem fulere­
nu. Ochronny charakter fulerenolu, uchodzącego za obiecu­
jący radioprotektor, zanika, gdy zwiększymy jego stężenie. 
Stosując stężenie 0,25 m g /m l fulerenolu C60(OH)n, n=18-22, 
badacze zaobserwowali radiouczulające działanie związku 
poprzez obniżanie aktywności dysm utazy ponadtlenkowej, 
katalazy oraz zwiększanie poziomu peroksydacji lipidów w 
bakteriach Stylonychia mytilius. Fulerenol w stężeniach po­
niżej 0,1 m g / ml wykazywał działanie radioochronne [37],

D IA G N O S T Y K A  IZ O T O P O W A  Z U ŻY CIEM  F U L E R E N Ó W

Potencjalne wykorzystanie fulerenów w radiobiologii nie 
ogranicza się do zmniejszania skutków działania promie­
niow ania na komórki prawidłowe. Ciekawe są perspektywy 
ich wykorzystania w diagnostyce medycznej do obrazowa­
nia z w ykorzystaniem  radioizotopów. Przenoszenie związ­
ków chemicznych wew nątrz makromolekuł zapewnia ich 
odizolowanie od środowiska zewnętrznego, a tym samym 
ochronę przed toksycznością związków stosowanych w 
diagnostyce. Ma to szczególne znaczenie w  przypadku ra- 
diofarmaceutyków, gdyż pozwala ograniczyć ich znaczną 
toksyczność na prawidłowe komórki. Pochodne fulere­
nów, zawierające w swym w nętrzu atom(y) lub cząsteczki 
pierwiastków innych niż węgiel, to związki endohedralne. 
Przyjęto dla tej grupy oznaczenie M@Cn, gdzie M to rodzaj 
pierwiastka we w nętrzu fulerenu Cn, n to ilość atomów w ę­
gla tworzących fuleren. Pierwiastki, które najczęściej wyko­
rzystuje się w  diagnostyce, należą do grupy lantanowców. 
Dla tej grupy pierwiastków największą wydajność zam yka­
nia pierwiastka w ew nątrz fulerenu uzyskano dla cząsteczki 
Cg2, dającej cząsteczkę typu M@C82. Wykazano, iż jon lanta- 
nowca M3+, który jest znacznie mniejszy niż wnętrze tego 
fulerenu, jest ulokowany centrycznie [46]. Najczęściej ana­
lizowanym  związkiem typu M@C82 jest Gd@Cg2. Wybranie 
tego zw iązku nie było przypadkowe, ponieważ gadolin jest 
stosowany jako czynnik kontrastujący w diagnostyce rezo­
nansu magnetycznego (MRI). Aby zwiększyć rozpuszczal­
ność Gd@C8? w roztworach wodnych, poddano ten zwią­
zek hydroksylacji [47,48]. Ponadto, porównanie zdolności 
do zmiatania RFT oraz redukcji stabilnego rodnika DPPH 
przez polihydroksyfuleren z włączonym gadolinem Gd@ 
C82(OH)7., i fulerenol C60(OH)22 wykazało, że Gd@CK2(OH)22 
jest skuteczniejszym zmiataczem rodników OH, DPPH 
oraz tlenu singletowego niż C60(OH)22 [49].

Szeroki zakres możliwości zastosowania pochodnych 
fulerenów w diagnostyce obrazowej stanowi wyzwanie dla 
naukowców, aby otrzymać pochodne o jeszcze lepszych 
właściwościach kontrastujących. Opracowano syntezę po­
chodnej jodowej fulerenu, która może być alternatywą dla

zastosowań joheksolu, N,N'-bis-(2,3-dihydroksypropylo)- 
5 -[N -(2 ,3 -d ihydroksypropy lo )acetam ido]-2 ,4 ,6 -trijodo- 
izoftalamidu (Ryc. 4) w tomografii komputerowej [50]. 
O trzym ana pochodna fulerenu C60 o wzorze strukturalnym 
przedstaw ionym  na Ryc. 5 cechowała się wysokim poten­
cjałem kontrastującym.

W medycynie nuklearnej stosowanie radiofarmaceu- 
tyków może nieść ze sobą podwójne korzyści. Mogą one 
bowiem być wykorzystane zarówno w terapii jak i w dia­
gnostyce klinicznej. Do takich radiofarmaceutyków należą 
m.in. kompleksy radioizotopu 166Ho [51]. W wyniku rozpa­
du 166Ho następuje emisja cząstek /F stosowanych w terapii 
i emisja kw antów  promieniowania y  wykorzystywanych w 
diagnostyce. Do zamknięcia izotopu holmu użyto polihy­
droksyfuleren Cg2, podobnie jak do zamknięcia jonu gado­
linu. Oddziaływanie 166H ox@C87(OH)v na komórki myszy 
spraw dzono w  w arunkach in vivo. Wyniki badań w yka­
zały, że 166H ox@C87(OH)v jest trudno metabolizowany oraz 
wykazuje dużą stabilność kinetyczną. Głównym miejscem 
akumulacji 166H ox@C82(OH)v były kości, wątroba i nerki [52]. 
Innym izotopem, używ anym  w diagnostyce SPECT czy­
li tomografii emisyjnej pojedynczych fotonów ( ang. single 
photon emission computed tomography) jest technet "Tc. Utwo­
rzono egzohedralny związek kompleksowy pomiędzy poli- 
hydroksyfulerenem a "Tc [53], Badania na królikach w yka­
zały, że głównym miejscem akumulacji kompleksu były w ą ­
troba, śledziona i kości. Akumulacja kompleksu fulerenolu 
i technetu w kluczowych organach, może zwiększać jego 
właściwości radioochronne dla całego organizmu zwierzę­
cego.

P O D S U M O W A N IE

Fulereny są obiecującą klasą związków mogących mieć 
zastosowanie w radiobiologii. Ich funkcja radioochronna 
lub radiouczulająca zależy od jakości i ilości podstawników, 
wielkości cząsteczki, sposobu przygotowania zawiesin lub 
roztworów, zastosowanego stężenia związku. Niezwykle 
ważne jest określenie mechanizmów działania fulerenów i 
ich pochodnych w  różnych układach doświadczalnych, w 
celu określenia warunków, w których dominują właściwo­
ści ochronne, a w  których mogą przejawiać się właściwości 
prooksydacyjne. Odmienne zachowanie nanocząsteczek 
fulerenowych w komórkach prawidłowych i now otw oro­
wych jest bardzo obiecującą przesłanką do zastosowania 
ich w radioterapii.
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A B ST R A C T

Molecule of fullerene, having a spherical or ellipsoidal shape, is made of rings consisting of five or six carbon atoms, combined with con­
jugated n bonds. Delocalization of n electrons in the molecule of fullerene makes it easy to scavenge free radicals. But, despite being the 
effective antioxidants and radical scavengers fullerenes may be prooxidants by reactive oxygen species generation. Mammalian cells consist 
mainly of water (about 70%). Thus, the radical and non-radical products of water radiolysis are the basic sources of radiation damage to bio­
molecules. Reactive oxygen species, such as hydroxyl (HO ) and superoxide ( 0 2' )  radicals and hydrogen peroxide (H20 2), are responsible for 
radiation-induced damage in aerated systems. Free radical mechanism of radiation damage suggests that scavengers of free radicals should  
protect cellular structures against damage. Electron donor compounds should also exhibit protective properties towards oxidized functional 
groups by reducing them. However, the electron transfer from fullerene to oxygen may generate superoxide radical. The shape of fullerenes 
allows them to act as carriers of radioactive atoms of isotopes used in the therapy and medical diagnostics. Fullerenes and their derivatives due 
to its properties are new promising chemicals for application in radiobiology. Fullerenes may be radioprotectors, radiosensitizer or auxiliary 
compounds in diagnostic imaging. What they are depends on the experimental system used.
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Wydajna ekstrakcja białek transbłonowych z zastosowaniem 
zestawu ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction Kit

ST R E SZ C Z E N IE

D o solubilizacji b iałek  błonow ych, n iezbędnej m iędzy innym i w  procedurze ich oczysz­
czania, stosow ane są najczęściej jonow e lub n iejonow e detergenty . Z astosow anie deter­

gentów  m oże jed n ak  n iekorzystn ie  w pływ ać na struk tu rę  b iałek, co un iem ożliw ia  ich dalsze 
badania  funkcjonalne. Ponadto, detergenty  są często m ało skuteczne, szczególnie do w ydaj­
nej so lubilizacji b ia łek  zaw ierających pow tarzające sie dom eny transb łonow e. N ajnow szy 
zestaw  ProteoExtract® T ransm em brane Protein Extraction Kit (TM-PEK), oferow any przez 
firmę M erck, zaw iera w  sw oim  sk ładzie  odczynniki pozbaw ione detergentów . Z apew nia to 
łagodną i w ydajną ekstrakcję b iałek  zaw ierających naw et siedem  dom en transbłonow ych, 
tak ich  jak  receptory  sprzężone z b iałkam i G (GPCR), np. b iałka  Frizzled-4 i CELSR-3 z li­
n ii kom órek ssaków . W yizolow ane z zastosow aniem  zestaw u TM-PEK frakcje w zbogacone 
w b iałka transb łonow e, m ogą być używ ane w  testach enzym atycznych. Ich charakterystykę 
m ożna prow adzić z zastosow aniem  natyw nej elektroforezy żelow ej, 1- i 2-D elektroforezy w  
żelach po liakryloam idow ych w  obecności siarczanu dodecylu (SDS-PAGE), spek trom etrii 
mas, m etody W estern blo tting , im m unoprecypitacji i ELISA. W  porów nan iu  z innym i m eto­
dam i, ekstrakcja b iałek  z zastosow aniem  zestaw u TM-PEK nie w ym aga sonikacji, d ługiego 
w ytrząsania, u ltraw irow ania  i inkubac ji p róbek  w w yższych tem peraturach.

W P R O W A D Z E N IE

W zależności od sposobu oddziaływania z błoną, białka błonowe dzieli się na 
białka integralne i powierzchniowe. Białka integralne, które przechodzą przez 
dw u warstwę lipidową błony, należą do grupy białek transbłonowych [1], Białka 
transbłonowe z kolei, można podzielić na białka jednokrotnie (białka monotopo- 
we) lub wielokrotnie (białka politopowe) przechodzące przez błonę.

Białka błonowe odgrywają ogromną rolę w komórce. Są podstawowym elementem 
budulcowym większości receptorów znajdujących się na powierzchni komórek i biorą 
udział w patogenezie wielu chorób. Białka transbłonowe są potencjalnym celem po­
szukiwania nowych terapeutyków, dlatego też znajdują się w centrum  zaintere­
sowania wielu firm farmaceutycznych, zajmujących się projektowaniem leków. 
Corocznie na rynku farmaceutycznym pojawia się od kilkunastu do kilkudzie­
sięciu nowych środków leczniczych. Szereg z nich „skierowanych” jest przeciwko 
białkom transbłonowym  [2].

Analiza proteomiczna białek błonowych jest obiecującym narzędziem pozw a­
lającym na identyfikację celów dla nowych leków, a także biomarkerów chorób. 
Niestety, pomimo ogromnego postępu technologicznego, istnieją duże proble­
my z ekstrakcją i rozpuszczalnością białek błonowych. Ograniczona dostępność 
skutecznych technik przygotowania próbek białek błonowych do dalszych apli­
kacji, opóźnia dodatkowo tempo badań proteomicznych.

Białka transbłonowe są zakotwiczone w błonie, głównie przez hydrofobowe 
reszty aminokwasowe białka zlokalizowane w hydrofobowym  rejonie błony; 
białka te są nierozpuszczalne w wodzie. Nie m ożna ich zatem łatwo wyizolo­
wać z błony, na przykład z wykorzystaniem  roztworów soli. W celu solubilizacji 
tych białek należy stosować np. detergenty lub inne związki powierzchniowo 
czynne, które poprawiają rozpuszczalność białek [1]. Niestety zastosowanie de­
tergentów może niekorzystnie wpływać na strukturę białek, co uniemożliwia 
ich dalsze badania funkcjonalne.

Do rozpuszczania białek błonowych stosowane są najczęściej detergenty jo­
nowe (np. SDS) lub niejonowe (np. serii Triton®-X). W obecności SDS większość 
białek ulega denaturacji, co uniemożliwia zastosowanie tak przygotowanych 
próbek do dalszych analiz, np. do badań funkcjonalnych. Natomiast niejonowe 
detergenty są łagodniejsze, ale często mniej skuteczne. W związku z tym nie 
nadają się do wydajnej solubilizacji białek, szczególnie białek wielokrotnie prze­
chodzących przez dw uw arstw ę lipidową błony.
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W ofercie firmy Merck dostępny  jest zestaw  o nazw ie 
ProteoExtract® Transm em brane Protein Extraction Kit 
(TM-PEK, nr katatalogow y 71772-3), um ożliw iający eks­
trakcję białek błonow ych z zachow aniem  ich natywnej 
konformacji; zestaw  ten zapew nia w ysoką wydajność 
oraz czystość frakcji białkow ych [3]. Jest on pozbaw iony 
detergentów , co zapew nia łagodną ekstrakcję pow ierzch ­
niow ych i integralnych białek z kom órek i tkanek ssaków
[4], Zestaw  ten um ożliw ia izolację małych białek oraz 
dużych kom pleksów  białkowych, zbudow anych  z białek 
zwierających od jednej do kilku dom en transbłonow ych 
np. białek GPCR (receptory sprzężone z białkam i G), p o ­
siadających siedem  dom en transbłonow ych.

Procedura ekstrakcji białek z w ykorzystaniem  zesta ­
w u TM-PEK jest dw uetapow a. Etap pierw szy obejmuje 
zaw ieszanie kom órek lub hom ogenizow anych  tkanek w 
buforze do ekstrakcji 1; po 10 m in inkubacji próbki na le ­
ży odw irow ać. Podczas w irow ania  oddzielana jest frakcja 
rozpuszczalna (cytoplazm atyczna) od nierozpuszczalnej, 
zawierającej białka błonowe. Etap drugi obejmuje eks­
trakcję białek transbłonow ych z d w uw arstw y  lipidowej, 
poprzez  zastosow anie jednego z dw óch dostępnych w  ze­
staw ie buforów  do ekstrakcji: 2A lub 2B. Bufory do eks­
trakcji 2A i 2B są p rzygotow yw ane poprzez rozcieńczenie 
odczynników  odpow iednio  TM-PEK A lub TM-PEK B [4], 
Charakterystyka poszukiw anego białka dyktuje w ybór 
odpow iedniego  buforu  do ekstrakcji. Bufor optym alny  
dla poszukiw anego białka pow inien zostać określony do ­
św iadczalnie. Bufor do ekstrakcji 2A pozw ala w bardzo 
łagodnych w arunkach  odzyskać niestabilne kom pleksy 
białek. Dla porów nania, bufor do ekstrakcji 2B jest w y ­
dajnym  odczynnikiem , który u łatw ia odzysk trudnych  
do ekstrakcji białek, zawierających w ielokrotne dom eny 
transbłonow e. Do zestaw u dołączana jest dodatkow o 
mieszanka inhibitorów  proteaz, przeciw działająca deg ra ­
dacji oczyszczanych próbek. [4],

O dczynniki dostarczane w zestaw ie TM-PEK nadają 
się do większości m etod analizy białek używ anych  ru ty ­
now o w laboratoriach np. 1-D i 2-D elektroforezie w  w a ­
runkach  natyw nych  lub w obecności SDS, w  badaniach

aktyw ności enzym atycznych, w testach im m unologicz­
nych, ELISA, w  technice W estern blotting i im m unopre- 
cypitacji. Próbki białek w yizolow ane z jedno- i dw ukie ­
runkow ych żeli poliakryloam idow ych m ożna analizować 
dalej, po w cześniejszym  traw ieniu  otrzym anych białek z 
zastosow aniem  trypsyny, z użyciem  spektrom etrii mas.

W Y N IK I I IC H  D Y S K U S J A

EKSTRAKCJA BIAŁEK ZAWIERAJĄCYCH 
7 DOMEN TRANSBŁONOWYCH

W celu zbadania  skuteczności ekstrakcji białek błono­
wych z użyciem  zestaw u ProteoExtract® Transm em brane 
Protein Extraction Kit i m etody W estern blott w ykona­
no analizę porów naw czą ekstrakcji dw óch typów  białek 
błonow ych zawierających po 7 dom en transbłonow ych 
(7-TM), CELSR-3 (ang. cadheńn-EGF-lag seven-pass recep­
tor-3) i Frizzled-4. W ydajność ekstrakcji w ym ienionych 
białek porów nyw ano z receptorem  EGFR (ang. epidermal 
growth factor receptor) zawierającym  pojedynczą dom e­
nę transbłonow ą (1-TM) (Ryc. 1) [4], Białka Frizzled-4 i 
CELSR-3 są kluczow ym i elem entam i szlaku p rzekazyw a­
nia sygnału W N T /P C P  (ang. planar cell polarity). Białka 
z rodziny  Frizzled pełnią rolę receptorów  dla w ydziela ­
nych poza kom órkę i oddziałujących z glikozam inoglika- 
nam i m acierzy pozakom órkow ej białek W nt o s truk turze  
zachowanej w ewolucji [5,6]. Białka Frizzled oddziałują z 
białkam i W nt dzięki obecności dom eny zew nątrzkom ór- 
kowej, bogatej w reszty cysteiny [7,8]. Białko CELSR-3 
bierze natom iast udział w regulacji w zrostu  aksonów  [9], 
N iewielka liczba danych biochem icznych dotyczących 
CELSR-3 jest spow odow ana dużym i trudnościam i zw ią­
zanym i z uzyskaniem  białka o pełnej długości.

Na rycinie 1 pokazano wydajność ekstrakcji białek 
Frizzled-4, CELSR-3 i EGFR z w ykorzystan iem  detergen ­
tu Triton X-100 i odczynnika TM-PEK A, w  porów naniu  
do próbek w yizolow anych z w ykorzystan iem  SDS. P rób­
ki z SDS posłużyły jako kontrola sk ładu lizatu kom órko ­
wego [4], Doświadczenie to wykazało, że zarów no Tri­
ton X-100, jak i odczynnik TM-PEK A charakteryzują  się 
porów nyw alną wydajnością ekstrakcji białka EGFR, za ­

Rycina 1. Ekstrakcja białek transbłonow ych z kom órek raka piersi linii MDA-MB-468 [4], Białka zawierające jedną (1-TM) lub siedem  (7-TM) dom en transbłonow ych 
były ekstrahow ane z linii MDA-MB 468 z zastosow aniem  procedury  do  zestaw u TM-PEK, opisanej w protokole o num erze TB477. Dwie identyczne próbki kom órek 1 x 
107 zostały zaw ieszone w buforze do ekstrakcji n r 1 (TM-PEK 1), dzięki czem u w e w stępnym  etapie otrzym ano białka rozpuszczalne. N ierozpuszczalny m ateriał (frakcja 
błonowa) został następnie zawieszony w buforze n r 2A (TM-PEK 2A) lub w 0,5% detergencie Triton X-100. Próbki z każdej frakcji rozdzielane były w  10% żelu poliakrylo- 
am idow ym  w obecności SDS. Detekcja białek została w ykonana z zastosow aniem  m etody W estern blotting z użyciem  I-rzędow ych przeciwciał skierow anych przeciw ko 
białkom  EGFR (A), Frizzled-4 (B) i CELSR-3 (C) oraz przeciwciał II-rzędowych sprzężonych z HRP. Detekcję w ykonano z zastosow aniem  substratu  chem ilum inescencyj- 
nego; 1 — kontrola pozytyw na w 0,5% SDS (lizaty całych komórek); 2 — frakcja cytoplazm atyczna (TM-PEK 1); 3, 4 — frakq'e błonow e otrzym ane z użyciem  detergentu  
Triton X-100 (3) i buforu TM-PEK 2A (4). Strzałki wskazują pozycję białek o pełnej długości.
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Rycina 3. Porów nanie ekstrakcji białek z kom órek linii A431 z użyciem  detergen­
tu  Triton X-100 (kolor purpurow y) i odczynnika TM-PEK B (kolor zielony) [7], 
Użyto 200 pg  białka całkowitego na próbkę. Kolor czarny wskazuje próbki pokry ­
wające się. W arunki rozdziału  białek z użyciem  elektroforezy dwukierunkow ej: 
ogniskow anie izoelektryczne (pierwszy kierunek), pH  3-10 (od lewej do  prawej); 
d rug i kierunek 4-15% Tris-HCl SDS-PAGE.

wierającego pojedynczą dom enę transbłonow ą (Ryc. 1A). 
W p rzypadku  ekstrakcji białka Frizzled-4, zawierającego 
7-TM, Triton X-100 okazał się mało w ydajny w  p o rów na­
niu  z odczynnikiem  TM-PEK A (Ryc. IB). W yniki o trzy ­
m ane dla białka CELSR-3 (7-TM) wykazały, że w yraźny  
sygnał odpow iadający białku CELSR-3 o pełnej długości 
(358 kDa), obserw ow any był jedynie w  ścieżce num er 4. 
Ścieżka ta odpow iadała  próbce ekstrahow anej z użyciem  
odczynnika TM-PEK A. W yniki te św iadczą o tym, że de ­
tergenty Triton X-100 i SDS pozw alają na ekstrakcję jedy ­
nie fragm entów  białka CELSR-3 (Ryc. 1C) [7].

EKSTRAKCJA AKTYWNYCH BIAŁEK BŁONOWYCH

A ktyw ność enzym atyczną alkalicznej fosfatazy, za ­
kotwiczonej w  błonie kom órkowej za pom ocą kotw i­
cy glikozylofosfatydyloinozytolowej (GPI, ang. glyco- 
sylphosphatidylinositol-anchored), badano  z użyciem  p- 
n itrofenylofosforanu jako substratu . O trzym ane wyniki 
pokazują, że próbki zawierające białka przygotow ane z 
zastosow aniem  odczynnika TM-PEK B, charakteryzują 
się o 70% w yższą aktyw ność niż te, przygotow anie  z za ­
stosow aniem  detergentu  Triton X-100 (Ryc. 2) [7],

WYDAJNA EKSTRAKCJA FRAKCJI BIAŁEK 
BŁONOWYCH DO ZASTOSOWANIA W PROTEOMICE

Ekstrakcja frakcji białek błonow ych do zastosow ania w 
proteom ice stanow i pierw szy krok na drodze  ku identyfi­
kacji now ych biom arkerów  biorących udział w  p rzekazy ­
w aniu  sygnału  w komórce. Przygotow anie  próbek i roz ­
dział białek błonow ych stanow ią obecnie duże  w yzw anie 
dla naukow ców . Najczęściej używ aną  m etodą rozdziału  
białek, przed  spektrom etrią  mas, jest dw ukierunkow a 
elektroforeza w żelach poliakryloam idow ych. N ieste ­
ty tradycyjna elektroforeza 2-D PAGE, łącząca w sobie 
dw ie techniki, ogniskow anie izoelektryczne i elektrofo­
rezę SDS-PAGE, obarczona jest b łędem  system atycznym  
w p rzypadku  rozdziału  białek błonow ych. Białka trans- 
b łonow e posiadają hydrofobow e rejony, które są n ie ­
zw ykle skłonne do agregacji w  trakcie ogniskow ania izo-

elektrycznego (IEF) i podczas późniejszego rozdziału  na 
SDS-PAGE [10]. Jak pokazano na rycinie 3, próbki białek 
ekstrahow ane z linii kom órkowej A431 z użyciem  zesta ­
w u TM-PEK, w ykazują różny w zór rozdziału  prążków  w 
2-D PAGE, w porów naniu  z próbkam i przygotow anych 
z zastosow aniem  detergentu  Triton X-100. Liczniejsza 
reprezentacja podstaw ow ych białek (praw a strona żelu) 
obserw ow ana była w  próbkach przygotow anych z uży ­
ciem zestaw u TM-PEK [7],

P O D S U M O W A N I E

Zestaw ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction 
Kit oferowany przez firmę Merck umożliwia wydajną eks­
trakcję białek transbłonowych. Łagodna metoda ekstrakcji z 
użyciem odczynników pozbawionych detergentów umożli­
wia zastosowanie tego zestawu w badaniach proteomicznych. 
Procedura stosowana do oczyszczania z użyciem zestawu TM- 
PEK pozwala na wzbogacenie próbki w integralne i związane 
z błonami białka, zapewnia powtarzalność wyników doświad­
czeń, jak również lepsze dostosowanie otrzymanych próbek do 
dalszych badań. W porównaniu z innymi metodami, procedu­
ra z użyciem zestawu TM-PEK nie wymaga sonikacji, długiego 
wytrząsania, ultrawirowania i inkubacji próbek w wyższych 
temperaturach. Dlatego też minimalizuje ryzyko degradacji lub 
uszkodzenia białek w trakcie i po ekstrakcji z błony.
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A B S T R A C T

Detergents commonly used for solubilization of membrane proteins may be ionic or non-ionic. Exposing membrane proteins to detergents, howev­
er, can adversely affect their native structure, which can be a major hindrance for functional studies. This is especially true for proteins with multiple 
transmembrane domains. The ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction Kit (TM-PEK), offered by Merck, provides a detergent-free novel 
reagents to enable the mild and efficient extraction of proteins containing seven transmembrane domains, such as GPCRs (G-Protein Coupled Re­
ceptors) e.g.: Frizzled-4 and CELSR-3, from mammalian cells. The fraction enriched in transmembrane proteins using TM-PEK is directly compatible 
with enzyme assays, non-denaturing gel electrophoresis, 1- and 2-D SDS-PAGE, MS analysis, Western blotting, immunoprécipitation and ELISA. 
Unlike many alternatives, TM-PEK extraction procedure does not require sonication, extended rigorous vortexing, ultracentrifugation, or incubation 
of samples at elevated temperatures — thus minimizing the risk of post-extraction degradation or modifications.
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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  monograficznych, 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 iennictwa. 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  cytowanych 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
nictwa jest rów nież mile widziane. Przekazanie artykułu  do redakcji 
jest rów noznaczne z oświadczeniem , 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 we fragm entach w innym  czasopiśm ie w ym a­
gać będzie uprzedniej zgody Redakcji.

R edaktor Naczelny 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 wym aga 
popraw ek odautorskich, A utorzy otrzym ują drogą elektroniczną opi­
nie recenzentów i proszeni są o przygotow anie poprawionej wersji 
m anuskryptu  i odesłanie go do Redakcji w  ciągu 8 tygodni. Ostatecz­
ną decyzję o przyjęciu pracy podejm uje Redaktor Naczelny w  ciągu 2 
tygodni od otrzym ania poprawionej wersji m anuskryptu.

Autorzy są zobow iązani do wykonania korekty autorskiej i poinfor­
m ow ania Redakcji o koniecznych zmianach, pocztą elektroniczną lub 
faksem, w  ciągu 3 dni od chwili otrzym ania.

Każdy 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
wym , 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 
zmian, również w  m ateriale ilustracyjnym.

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

przypadkach dopuszcza się, przysyłanie prac na płycie CD. Tekst w i­
nien być zapisany jako *.doc w formacie IBM PC, a pliki zawierające 
ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst pow inien być napisany 
z zachowaniem  podwójnego odstępu m iędzy w ierszam i, z użyciem  
czcionki Times N ew  Roman 12 lub Arial 12. Symbole i znaki specjalne 
prosim y wstawiać kom endą „insert". W tekście prosim y wskazać miej­
sce um ieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:
W skazany jest podział a rtykułu na nienum erow ane rozdziały i po d ­

rozdziały.
Strona 1 (tytułowa) zaw iera tytuł artykułu, imiona i nazw iska A u­

torów  (ze w skazaniem  autora korespondującego), tytuł naukow y każ­
dego z Autorów i ich miejsce pracy z adresem  pocztowym , num erem  
telefonu i adresem  poczty elektronicznej, słowa kluczowe (do 6), w ykaz 
stosow anych skrótów  (do 10) w  porządku  alfabetycznym  (ograniczony 
do niezbędnego m inim um ) oraz skrócony tytuł pracy (do 25 znaków).

Postępy Biochemii

Kolejno numerowane strony obejmują streszczenie (do 150 w yra­
zów), tekst pracy i piśm iennictwo. N a kolejnych stronach w inny być 
um ieszczone tabele oraz tytuły i objaśnienia rycin. Ostatnia strona w in ­
na zawierać następujące informacje w  języku angielskim: ty tu ł artyku ­
łu, im iona i nazw iska Autorów  oraz miejsca pracy, słowa kluczowe (do 
6) i krótkie streszczenie artykułu (do 150 wyrazów).

Piśmiennictwo: Należy unikać nadm iernej liczby cytow ań orygi­
nalnych prac, odsyłając czytelników w m iarę możliwości do artykułów  
przeglądow ych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyżej 70 publika­
cji, w  większości pochodzących z ostatnich 10 łat. W ykaz piśm iennic­
tw a obejmuje prace w  kolejności ich cytowania. 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 przez różnych redaktorów  (5) wskazują 
poniżej podane przykłady:

1. Jiang QX, W ang ON, MacKinnon 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. Annul Rev Biochem 73: 269-292

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

4. Michalak M, N akam ura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and dynamics of
the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: Pochet R (red) Calcium: 
the molecular basis of calcium action in biology and medicine. Kluwer Academic 
Publishers, Dordrecht, Boston, London, str. 191-205

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

Tabele w inny być opatrzone jednoznacznym  tytułem  i ew entualnie 
także niezbędnym i objaśnieniami um ieszczonym i pod tabelą. Wielkość 
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. Wielkość ryciny po ­
w inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (8,5 cm) lub stro­
ny (18 cm). Na rycinach nie należy umieszczać opisów  słownych, lecz 
posługiwać się skrótami. Opisy na rysunkach pow inny być wykonane 
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 dpi dla obrazów  kolorowych i skali szarości (zdjęcia czarno białe) 
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-białych (schematy, wzory 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 przed  uszkodzeniem  w  czasie transportu, na adres: 

Sławomir Pikuła, Redaktor Naczelny kw artalnika "Postępy Bioche­
m ii", Instytut Biologii Doświadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN, 
ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa

OPŁATA ZA DRUK:
Zgodnie z decyzją Z arządu Głównego Polskiego Tow arzystw a Bio­

chemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystw o pobiera od A u­
torów  opłatę, pokrywającą częściowo koszt druku  artykułu. Opłata 
za w ydrukow anie jednej strony artykułu w ynosi 150 zł. Szczegółowe 
informacje zam ieściliśmy pod adresem: 

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm

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

form ie kom entarzy lub skreśleń, w  program ie Adobe 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: literówki, znaki interpunkcyjne oraz błędy 
zaw inione przez redakcję, pozostałe zm iany są objęte dodatkiem  10% 
do opłaty za druk.
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of Lipidomics
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Oral sessions:
Lipids in molecular medicine 

Lipids in regulation of gene expression 
Lipids in signaling and intracellular trafficking 

Membrane microdomains, lipid binding proteins and membrane repair 
Lipid modifications of macromolecules 

Isoprenoid lipids 
Lipid - protein interactions
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TurboFect™ siRNA Transfection Reagent
Highly effic ien t silencing at low siRNA concentrations

Efficient siRNA transfection
S  Ail the advantages at a glance

Highly efficient siRNA transfec tion .

Low siRNA concentrations fo r  gene silencing. 

Transfection of a wide variety of cell types. 

Compatible with serum and antibiotics.

Applications
siRNA transfection . 

s iRNA-DNA co-transfec tion .

Red -  Cy3-labeled siRNA 
Blue -  DAPI stained nuclei 
Green -  endosomes labeled with ani-Transferrin 

receptor antibodies

Efficient gene silencing using GFP specific siRNA

Product Cat.# Size

TurboFect™ siRNA Transfection Reagent R I401 0 .5  ml

siRNA concentrations recommended by each manufacturer were used.

TurboFect™ Protein Transfection Reagent
Highly efficient delivery of functionally active proteins

Ail the advantages at a glance

•  High transfection efficiency of a wide variety of cell types.

•  Delivers functionally active proteins.

• Delivers more protein molecules per cell than other reagents

Application_______________________________________

•  Delivery o f prote ins, antibod ies and peptides.

Transfected goat IgG is localized in HeLa ceil

Green -  Alexa Fluor 488-labeled goat IgG 
Blue -  DAPI stained nucleus 
Red -  endosomes labeled with PE conjugated 

mouse anti-Transferrin receptor antibodies

High transfection efficiency

Product

TurboFect™ Protein Transfection Reagent

(supplied w ith  Enhancer Solution and contro l protein)
K1411 125  pi

Comparison of Fermentas reagent with transfection reagents from other vendors. HeLa cells 
were transfected with Alexa Fluor 488-labeled goat IgG.

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

Biuro: ul. W ichrow e W zgórze 123, 80 -29 3  Gdańsk
tek: (58) 341 21 43 ; fax: (58) 520  33 80
e -m a il:  ab o@ a bo .co m .p l; ww w .abo .com .p l

Fermentas
Part of Thermo Fisher Scientific

http://rcin.org.pl

http://www.fermentas.com
mailto:abo@abo.com.pl
http://www.abo.com.pl


Calbiochem® 

RapidStep™ ECL Reagent

Cechy:

•  Wygoda:
Dostarczany w butelce z dozownik iem 

w sprayu,

Wystarczy ty lko rozpylić na membranę, 

Nie wymaga mieszania ze sobą luminolu 

oraz roztworu wzmacniacza 

chemiluminescencji .

•  Wysoka czułość:
Wykrywa nawet 20 pg białka.

•  Długotrwałość:
Emisja świat ła wykrywana do 2 godzin 

po dodaniu substratu.

•  Uniwersalność:
Używany z membranami 

n i troce lu lozowym i lub PVDF.

Gotowy do użycia substrat 

chemiluminescencyjny, przeznaczony 

do detekcji peroksydazy chrzanowej 

(HRP) z zastosowaniem metody 

immunoblottingu.

www.merck4biosciences.com

.MERCK
l

lhttp://rcin.org.pl
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