POLSKIE
TOWARZYSTWO
BIOCHEMICZNE
AWA 2010

DM 56

8tp://rcin.org.pl


http://www.postepybiochemii.pl

TACCTACGTACCT

www.roche-applied-science.com

Technologia umozliwiajgca
odkrycia w genomice

Od genomu dofunkcji genu

454

SEQUENCING

nNimbieGen'

Ligrfc Cyc!

LIGHTCYCLER jest zastrzezonym znakiem towarowym Roche.

454 i GENOME SEQUENCER sg zastrzezonymi
znakami towarowymi 454 Life Sciences Corporation, Branford, CT, USA.

NimbleGen jest zastrzezonym znakiem towarowym NimbleGen Systems, Inc.

© 2008 Roche Diagnostics GmbH. Wszystkie prawa zastrzezone.

Pozostan w czotowce odkry¢ w genomice stosujagc precyzyjnie zaprojektowane
urzadzenia, nowe aplikacje i innowacyjne technologie Roche Applied Science.
taczymy Swiatowej klasy technologie sekwencjonowania, mikromacierzy i PCR
W czasie rzeczywistym z szerokim wachlarzem wysokiej jakosci odczynnikéw oraz
znang opinig o zaangazowaniu we wspieranie uzytkownikéw naszych produktow,
dostarczajac najbardziej wszechstronnego z dostepnych zestawu narzedzi:

Genome Sequencer FLX System
Sekwencjonuj DNA z niezréwnang kombinacjg kompletnosci uzyskiwanych
danych i szybkoscia.

NimbSeGen™ DNA Microarrays

Woybierz za swoj cel i analizuj cate genomy lub specyficzne regiony z zastoso-
waniem diugich oligonukleotyddw przy wysokiej rozdzielczosci (2,1 milliona
sond).

LightCycler® 480 Real-Time PCR System
Stosuj PCR w czasie rzeczywistym do ilosciowej analizy genéw i wykrywania
zmiennosci genetycznej.

Odkrywaj... Analizuj...Potwierdzaj.

Odwiedz naszg strone internetowg www.roche-applied-science.com w celu
uzyskania dodatkowych informacji lub by skontaktowaé sie z naszym lokalnym
przedstawicielem.

Roche Diagnostics Polska Sp. z o.0. <atoche>
ul. Wybrzeze Gdynskie 6B

01-531 Warszawa

www.roche-applied-science.com

tel, 022 481 55 70

fax 022 481 55 92


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

S P 1 S

T R E S C I

Postepy Biochemii —vol. 56, nr 4, 2010

W NASTEPNYM NUMERZE:

Metytacja cytozyny w DNA ijej zna
czenie w terapii przeciwnowotwo-
rowej

Beata Plitta,

Matgorzata Giel-Pietraszuk,
Wojciech T. Markiewicz,

Jan Barciszewski

Komputery DNA
Janusz Btasiak,
Tadeusz Krasinski,
Tomasz Poptawski,
Sebastian Sakowski

Zewnatrzkomdrkowe enzymy hy-

drolityczne wytwarzane przez grzy-

by owadobdjcze —rola w procesie
infekcji
Emilia Wioka

Rysunek na oktadce:

Lotos orzechodajny (Nelumbo nucifera),
fot. J. Bandorowicz-Pikuta (zdjecie na
oktadce wykorzystano za zgodg autorki)

Postepy Biochemii 56 (4) 2010

XLV Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Wisle
Ewa Birkner

Rozstrzygniecie konkursu Doktoraty 2009
Roman J6zef Szczesny

Wiadomosci krajowe
Teresa Wesotowska

XVI Europejska Konferencja Bioenergetyczna
Lech Wojtczak
ARTYKULY PRZEGLADOWE
Biatka szkieletu jagdrowego i otoczki jgdrowej w regulacji ekspresji

genow i przebiegu cyklu komdérkowego - znane biatka w nowych rolach

Magda Dubinska-Magiera, Magdalena Zaremba-Czogalla,
Ryszard Rzepecki

Analiza czynnikéw wptywajgcych na rozwéj steroidoopornosci

w etiopatogenezie astmy oskrzelowej o ciezkim przebiegu

Michat Panek, Tadeusz Pietras, l1zabela Kuprys-Lipinska, Pawet Gorski,
Piotr Kuna, Janusz Szemraj

Przewlekte zapalenie watroby i infekcja utajona w przebiegu
zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C

Arieta Kowala-Piaskowska, Iwona Mozer-Lisewska, Tram N.Q. Pham,
Tomasz I. Michalak

Wptyw toksyn bakteryjnych na proces nowotworzenia
Anna M. Stachowicz, Pawet taniewski, Elzbieta K Jagusztyn-Krynicka

Mechanizmy transportu nieorganicznych zwigzkéw arsenu
do komoérek prokariotycznych i eukariotycznych
Pawet Lis, Ireneusz Litwin, Ewa Maciaszczyk-Dziubinska

Roslinne cyklazy nukleotydéw purynowych
Adriana Szmidt-Jaworska

Indukowana swiattem redukcja protochlorofilidu u
okrytonasiennych arozwoj chloroplastéw
Beata Mysliwa-Kurdziel, Kazimierz Strzatka

Aktywnos$é chinolityczna bakterii
Elzbieta Saks, Urszula Jankiewicz

Metabolizm heterocyklicznych amin aromatycznych —
mutagenow/ kancerogenéw izolowanych z zywnosci
Anna Woziwodzka, Marta Tarasewicz, Jacek Piosik

Spér o zrodta mocy katalitycznej enzymow
Jan Hutny

Fulereny w radiobiologii
Jacek Grebowski, Anita Krokosz

ARTYKUL SPONSOROWANY

Wydajna ekstrakcja biatek transbtonowych z zastosowaniem
zestawu ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction Kit
Karina Btachnio

351

353

356

359

362

373

383

389

400

409

418

427

435

447

456

463



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 development 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
Postepow Biochemii

Niech Nowy 2011 Rok przyniesie Panstwu radosc,
mitosS¢, pomysinosc¢ i spetnienie wszystkich marzen,
a gdy sie te marzenia juz spetnia,

niech dorzuci gars¢ Nowych marzen,

bo tylko one nadajg zyciu sens!

Stawomir Pikuta
Redaktor Naczelny

PARTNERZY POSTEPOW BIOCHEMII

OLYMPUS .MERCK M ifoocllil:)idsri;?na
Il
|

Your Vision, Our Future www.mitonet.pl

Redaktor naczelny: Stawomir Pikuta; e-mail: s.pikula@nencki.gov.pl, Redaktor senior: Zofia Zielifiska
Redaktor dziatu krajowego: Teresa Wesotowska; e-mail: redbioch@sci.pam.szczecin.pl, Redaktor dziatu ,,Forum Mtodych Biochemikéw": Grzegorz Bartosz; e-mail: gbartosz@biol.uni.lodz.pl
Redaktorzy: Joanna Bandorowicz-Pikuta, Jolanta Barafiska, Andrzej Dzugaj, Krystyna Grzelak, Lilia Hryniewiecka, Danuta Hulanicka, Andrzej Jerzmanowski, Andrzej Kasprzak, Wanda Ktopocka, Pawet Pomorski,
Aleksander F. Sikorski, Anna Szakiel, Adam Szewczyk, Tomasz Twardowski, Marek Zembala, Krzysztof Zabtocki, Alicja Zylicz
Sktad i tamanie: Matgorzata Basaj; e-mail: biochem@nencki.gov.pl
Adres redakcji: "Postepy 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, http:// www.ptbioch.edu.pl
Kwartalnik "Postepy Biochemii” jest wydawany z pomocg finansowg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
"Postepy Biochemii” sg indeksowane w Medline, IndexCopemicus i Agrolibrex. Naktad 1000 egz.

1 www.postepybiochemii.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 Phosflowmu

Odczynniki do Cytometrycznej, Wieloparametrowej Analizy
Transdukcji Sygnaitu

Phosflow™ a Western Biot

-1 U'\V PHOSPHO 1
PHOSPHO 2

WESTERN BLOT o /,

- PHOSPHO 1
PHOSPHO 2

- PHOSPHO 1
- PHOSPHO 2

Western blot

®e

I(o

@ w( - SOF TWARE ANALYSIS
@ Y7004, HFi

C 10 MIN
@ﬁ* \
COMPLEX PRIMARY
=
@ S

CELL POPULATION
SURFACE MARKER 1

PHOSPHO 1

o\
g N‘
£
IQ; ‘ Loy, ,,04:5 ,,,(

PHOSPHO 1 CONDITION 2

| -
a PHOSPHO

PHOSPHO 1

SURFACE MARKER 2

o
|

PHOSPHO 2 PHOSP‘OOZ PHOSPHO 2

Wieloparametrowa Analiza Danych

N vivo ex vivo N vivo ex Vivo in vivo ex vivo in vivo ex vivo

S SF St & St = St
ﬁﬁaiéit

: 3
&%‘:::E“"’i = 1\ i i{ *\ #‘

pSta(I 0 pStatB g pStats pp38

Wiele ufosforylowanych biatek w ré6znych typach komoérek badanych z uzyciem BD Phosflow ™
(oprogramowanie Cytobank)

Helping all people
live healthy lives

ZALETY BD Phosflow™:

* Pomiar ufosforylowanych biatek z jednoczesnym okresleniem fenotypu komarki
» Szybkos¢ i mniejsza ilos¢ prébki niz w Western Biot

» Gotowe zestawy lub pojedyncze odczynniki

* Prosta analiza z bezptatnym oprogramowaniem

BD Biosciences
ul. Krélowej Marysienki 90

Jezeli chesz dowiedzie¢ sie wiecej, odwiedz nasza strone: 02-954 Warszawa
) ) tel.: +48 1221 651 62 52
http://www.bdbiosciences.com/research/phosflow/ 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://www.bdbiosciences.com/research/phosflow/
http://www.bdbiosciences.com
mailto:amelia_niewodzka@europe.bd.com

abeam (A

Najwiekszy katalog (( ,
najlepszych |\
przeciwciat
na swiecie

* Przeciwciata
drugorzedowe

« Biatka/peptydy \&
 Kity

e Lizaty

o Skrawki tkankowe
 Matryce przeciwciat na zamowienie

Katalog online www.abcam.com

Zapytania i orders@abcam.com
zamowienia tel. +44 1223 696000

(wj.angielskim) fax +44 1223 771600

abeam www.abcam.com


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

XLV ZJAZD POLSKIEGO TOWARZYSTWA

WISLA,

W dniach 20-23 wrze$nia 2010
roku odbyt sie XLV Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego. Ob-
rady w catosci odbyty sie w Hotelu
Gotebiewski w Wisle. Honorowy Pa-
tronat nad Zjazdem objeta Prezydent
Miasta Zabrze, pani Matgorzata Man-
ka-Szulik. W Zjezdzie wzieli udziat
Honorowi Cztonkowie Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego: prof.
Jolanta Baranska, prof. Janina Kwiat-
kowska-Korczak, prof. Andrzej Dzu-
gaj (Prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego), prof. Edward Ban-
kowski, prof. Jerzy Chmielowski oraz
prof. Mieczystaw Chorazy.

W XLV Zjezdzie Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego uczestniczy-
to ponad 560 oso6b; wsrdd nich goscie
ze Standéw Zjednoczonych, Kanady,
Niemiec, Francji oraz, jak co roku, licz-
na grupa zaprzyjaznionych biochemi-
kéw z Biatorusi. Wérod uczestnikow
Zjazdu przewage stanowili mitodzi
naukowcy, studenci i doktoranci.

Uroczystos¢ inauguracji poprze-
dzona zostata posiedzeniem Zarzadu
Gtéwnego Towarzystwa, ktéremu

przewodniczyt Prezes PTBioch prof.
Andrzej Dzugaj. W czasie spotkania
m.in. powotano cztonkéw komisji, kt6-
ra podczas Zjazdu miata dokonac¢ oce-
ny prac zgtoszonych do nagrody im.
Wiodzimierza Mozotowskiego. W cza-
sie posiedzenia przedstawiono takze
przebieg prac zwigzanych z przygoto-
waniami do przysztorocznego Zjazdu,
ktory odbedzie sie w Krakowie.

Organizatorem tegorocznego Zjaz-
du byt Katowicki Oddziat PTBioch.
Pracom Komitetu Organizacyjnego
przewodniczyta prof. Ewa Birkner.
Cztonkami Komitetu byli pracownicy
Katedry Biochemii Wydziatu Lekar-
skiego z Oddziatem Lekarsko-Denty-
stycznym w Zabrzu Slaskiego Uniwer-
sytetu Medycznego w Katowicach.

Komitet Naukowy, ktéremu prze-
wodniczyta prof. Krystyna Olczyk
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20-23 WRZESNIA 2010 R.

zgromadzit organizatoréw poszcze-
golnych sesji zjazdowych, wsrdd kto-
rych znalezli sie: prof. Stanistaw Bie-
lecki (L6dzZ), prof. Mieczystaw Chora-
zy (Gliwice), prof. Piotr Widtak (Gli-
wice), prof. Maria Jolanta Redowicz

Karola Parnasa (sponsorem nagrody
jest Firma Molecular Research Center,
Inc, Ohio, Cincinnati, USA) za najlep-
szg prace doswiadczalng wykonang
w Polsce i opublikowang w 2009 roku.
Nagrode otrzymali Dawid Walerych,

(Warszawa), prof. Jerzy Patka (Biaty- Maciej B. Olszewski, Matgorzata
stok),  prof. Gutkowska,
Czestaw Aleksandra
Cierniew - Helwak, Ma-
ski  (Lod2), ciej Zylicz i
prof. Hanna Alicja Zylicz
Janska (Wro- za prace pt.:
ctaw), prof. Hsp 70 mo-
Joanna Ban- lecular cha-
dorowicz-Pi- perones are
kuta  (War- reguired to

szawa), prof.
Adam Szew-
czyk  (War-
szawa), prof.
Aleksander
Sieron (Kato-
wice), prof.
Grzegorz Bartosz (Lédz), prof. Hu-
bert Krotkiewski (Wroctaw), prof.
Leszek Kaczmarek (Warszawa), prof.
Julian Swierczyriski (Gdansk) i prof.
Andrzej Szutowicz (Gdansk).

Kasperczyka.

Inauguracja Zjazdu odbyta sie 20
wrzes$nia 2010 r. w Sali Kongresowej
Hotelu Gotebiewski. Uroczysto$¢ po-
prowadzili Przewodniczaca

Fot. 1. Powitanie gos$ci przez prof. Ewe Birkner i dr hab. Stawomira

suport  p53
tumor  sup-
R o, . pressor  ac-
tivity under
stress condi-
tions. Onco-
gene. 2009;

28: 4284-4294. W imieniu Laureatow
Wykitad Inauguracyjny zatytutowany
Who guards a guardian of the geno-
me? p53 as the molecular chaperone
substrate, przedstawit dr Dawid Wa-
lerych (Fot. 3).

Nastepnie prof. Dzugaj wreczyt
nagrody  Laureatom konkurséw
PTBioch. Za najlepsza

Komitetu Organizacyjnego
prof. Ewa Birkner ijej wspot-
pracownik dr hab. Stawo-
mir Kasperczyk (Fot. 1).
Uczestnikow Zjazdu powi-
tata w imieniu Wtadz Uczel-
ni prof. Krystyna Olczyk,
Prorektor ds. Ksztalcenia
Podyplomowego Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego
oraz dr Daniel Miklasinski,
Przewodniczacy Rady Miej-
skiej w Sosnowcu.

Fot. 2. Ceremonia otwarcia
Zjazdu - prof. Andrzej Dzugaj,
Prezes Towarzystwa.

Otwarcia Zjazdu dokonat
Prezes Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego prof.
Andrzej Dzugaj (Fot. 2), ktéry przed-
stawit Laureatdw Nagrody im. Jakuba

prace doktorskg w 2009
roku (ufundowang przez
Firme Merck) Komisja w
sktadzie: prof. Anna Fi-
lipek (przewodniczaca),
prof. Barbara Nawrot,
prof. Lilia Hryniewiecka,
prof. Zbigniew Madeja
i prof. Michat WozZniak,
powotana przez Zarzad
Gtowny Polskiego To-
warzystwa Biochemicz-
nego i zaakceptowana
przez przedstawiciela
firmy ,MERCK" (dr Ka-
rina Bfachnio), wsrod 16
zgtoszonych na konkurs
prac doktorskich za najlepszg uznata
rozprawe dr Romana Jézefa Szczesne-
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go pt.: Badanie funkcji ludzkiej helika-
zy hSuv3p. Praca zostata wykonana w
Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN

mic resolution structures, wygtoszo-

ny przez prof. Anne Houdusse, FEBS

National Lecturer. Poszczegdlne sesje

nych lub plakatowych, ktérzy do cza-
su zamkniecia Zjazdu nie ukonczyli
35 lat. Przewodniczagcym komisji zo-

w Warszawie pod kierunkiem
prof. Ewy Bartnik.

Nagrode im. prof. Bolestawa
Skarzynskiego za najlepszy arty-
kut opublikowany w Postepach
Biochemii w roku 2009 otrzyma-
ty mgr Marta Olchowik i dr hab.
Marta Migczynska z Miedzy-
narodowego Instytutu Biologii
Molekularnej i Komérkowej za
prace przeglagdowg pt.: Biatka
efektorowe GTPazy Rab5 w re-
gulacji endocytozy i przekazy-
wania sygnatow.

Fot. 3. Dr Dawid Walerych wygtasza wyktad inauguracyjny.

Nagrode Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego (ufundo-
wang przez Firme Sigma-Aldrich Pol-
ska) za najlepszg prace doswiadczal-
ng lub teoretyczng z zakresu Chemii
i Biochemii Kwasow Nukleinowych
przyznano prof. Wojciechowi Stecowi
za catoksztatt pracy.

Stypendia im. Janiny OpienAskiej-
Blauth za najlepszg prace wykonang
i prezentowang przez autora studenta
uzyskali Tomasz Wrzesinski, student
IV roku Biotechnologii Uniwersyte-
tu Przyrodniczego w Poznaniu za
prace: Regulation of CYP11Al gene
expression by mitotane in mouse and
human adrenocortical cells oraz Ma-
rek Adamowicz z Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego i
Szkoty Gidwnej Gospodarstwa Wiej-
skiego w Warszawie za prace pt.: The
role of autophage in human colon
cancer cells HCT 116 induced to sene-
scence via curcumin tretmant.

W dalszej czesci uroczystosci prof.
Ewa Luchter-Wasylewska, przewod-
niczagca komitetu organizacyjnego
przysztorocznego Zjazdu zaprosi-
ta wszystkich uczestnikéw na XLVI
Zjazd PTBioch, ktéry zostanie zorga-
nizowany wspélnie z Polskim Towa-
rzystwem Biologii Komorki jako 1l
Kongres Polskiej Biochemii i Biologii
Komérki w Krakowie. Na zakoncze-
nie odbyta sie cze$¢ artystyczna, w
ktérej wystgpit kwartet smyczkowy
The Strings z Warszawy.

Program naukowy Zjazdu otwo-

rzyt wyktad plenarny pt.: How my-
osin motors work: insight from ato-
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naukowe poswiecone byty nastepuja-
cym tematom:

Biochemia Techniczna

Molekularne metody we wspét-

czesnej diagnostyce i terapii nowo-

tworow

Cytoszkielet i miesnie

Biochemia Farmaceutyczna

Molekularne mechanizmy progre-

sji nowotworow

Biochemia roslin

Molekularne podtoza choréb

Mitochondria — od biochemii do

medycyny

Biochemia macierzy pozakomor-

kowej

Biochemia przeciwutleniaczy

Cukry a informacja biologiczna

Neurobiologia molekularna

Dydaktyka biochemii

Biochemia kliniczna

Duzym zainteresowaniem cieszyty
sie wyktady i warsztaty zorganizo-
wane przez firmy: Biocentrum, Per-
kin-Elmer i

stat prof. Krzysztof Sobolew-
ski, a w jej sktad weszli: prof.
Maria Rybczynska, prof. Elz-
bieta Rebas i dr Jolanta Zalej-
ska-Fiolka.

Komisja przyznata nagrode
mgr Tomaszowi Wysockie-
mu z Zakiadu Biofizyki Mo-
lekularnej i Medycznej UM w
todzi za prace pt.. Downre-
gulation of MMP-7 by siRNA
effects tumor growth and for-
mation of New blood vessels,
both in vitro and in vivo oraz
dwa wyro6znienia: mgr Natalii
Nowak z Wydziatu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii UJ
w Krakowie za prace: Involvement of
thiamine (vitamin BI) in the response
of Arabidopsis thaliana seedlings to the
environmental stress oraz mgr Mo-
nice Litwin z Zaktadu Patologii Ko-
morki Wydziatu Biotechnologii Uni-
wersytetu Wroctawskiego za prace:
Gelsolin-driven podosome formation
in human colon cancer cells.

W tym roku po raz pierwszy pla-
katy zjazdowe byly przedstawiane w
formie elektronicznej i kazdy z uczest-
nikow miat mozliwos¢ zagtosowania
na najlepszg prezentacje plakatows.
Za najlepszg uznano prezentacje pt.:
Identification of factors and signaling
pathways involved in glioma associa-
ted transformation of microglia into
tumour-supporting cells autorstwa A.
Ellert-Miklaszewskiej, P. Wisniewskie-
go, P. Przanowskiego, M. Kijewskiej,
B. Kazy, M. Sliwy i B. Kaminskiej. Wy-
réznione zostaty dwie prezentacje: I
Papiewska-Pa-

Merck.

W cza-
sie trwa-
nia Zjazdu
komisja
powotana
przez Za-
rzad Giow-
ny wybrata
laureatow
do nagrody
im. Wito-
dzimierza
Mozotowskiego. W konkursie mogli
uczestniczy¢ autorzy doniesien ust-

Fot. 4. Spotkanie towarzyskie.

jak, R. Bedna-
rek, Czestaw
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.

tochtynska, M. Jaskolski, G. Bujacz,
Isolation, purification and preliminary
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crystallographic studies of two ma-
jor proteins from mulberry silkworm
(Bombyx mon L.) hemolymph.

Streszczenia wszystkich wystg-
pien i doniesien wydrukowane zo-
staty dzieki wsparciu Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, w
Acta Biochimica Polonica (suple-
ment 4).

Uczestnicy Zjazdu, oprécz bar-
dzo aktywnego udziatu w obradach,
mieli rowniez okazje do spotkan
towarzyskich. W pierwszym dniu
po zakonczeniu uroczysto$ci inau-

guracji odbyt sie bankiet w Hotelu
Gotebiewski, w czasie ktérego przy
lampce wina i smacznej kolacji moz-
na byto prowadzi¢ dyskusje do p6z-
nych godzin. Natomiast w drugim
dniu bawiono sie przy dzwiekach
goralskiej kapeli (Fot. 4). Przez caly
okres trwania Zjazdu dopisywata
piekna pogoda.

Na zakonczenie sprawozdania
chciatabym serdecznie podziekowaé
Zarzadowi Gitéwnemu Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego oraz
Redakcji Acta Biochimica Poloni-
ca za pomoc i wspoiprace. Pragne

takze podziekowa¢ organizatorom
Sesji Naukowych, cztonkom Komisji
ds. Nagrod, cztonkom Komitetow
Naukowego i Organizacyjnego za
trud witozony w organizacje Zjaz-
du. Szczegdlnie serdecznie dziekuje
rowniez firmie ,,Galop", organizato-
rowi konferencji i kongresow. Bez
ich pomocy nie bytoby mozliwe tak
perfekcyjne zorganizowanie nasze-
go przedsiewziecia.

Prof. Ewa Birkner
Przewodniczgca Komitetu
Organizacyjnego Zjazdu

ROZSTRZYGNIECIE KONKURSU POLSKIEGO

TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO |
Z 0.0.

MERCK SP.

Zarzad Gtowny Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego, na podsta-
wie opinii komisji w sktadzie: prof.
Lilia  Hryniewiecka, prof. Barbara
Nawrot, dr Karina Btachnio (Merck),
prof. Zbigniew Madeja, prof. Mi-
chat Wozniak i prof. Anna Filipek
(przewodniczaca), ogtasza, ze wsrdd
zgtoszonych na konkurs prac doktor-
skich nagrode w wysokosci 4 500 zt
otrzymat Pan dr Roman Jézef Szcze-
sny za prace doktorska p.t. ,,Badanie
funkcji ludzkiej helikazy hSuv3p".
Praca zostata wykonana w Insty-
tucie Biochemii i Biofizyki PAN w
Warszawie pod kierunkiem prof. dr
hab. Ewy Bartnik. Wreczenie nagro-
dy odbyto sie 20.09.2010 r. podczas
uroczystosci inauguracji XLV Zjazdu
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego w Wisle.

SYLWETKA NAUKOWA
DR ROMANA J. SZCZESNEGO

Roman J. Szczesny ukonczyt studia
na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego uzyskujgc kolejno
dwa dyplomy z wyr6znieniem, za
prace licencjackg (2002) oraz magi-
sterskg (2004). Promotorem obu prac
byta prof. dr hab. Ewa Bartnik, a
bezposrednim opiekunem dr Janusz
Piechota. Podczas studiébw Roman
Szczesny uzyskat Stypendium Mini-
stra Edukacji Narodowej i Sportu, a
takze odbyt 6-miesieczny staz na Uni-
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wersytecie w Manchesterze w ramach
programu Socrates-Erasmus.

W 2004 roku zostat przyjety na
studia doktoranckie w Instytucie Bio-
chemii i Biofizyki PAN w Warszawie,
gdzie wykonywat prace pod kierun-
kiem prof. E. Bartnik, przy Scistej
wspotpracy z prof. Piotrem P. Step-
niem i Instytutem Genetyki i Biotech-
nologii UW. W latach 2005-2008 od-
byt 3 kilkumiesieczne staze naukowe
w wiodgcych laboratoriach we Francji
i Finlandii. W trakcie studiow dokto-
ranckich Roman Szczesny opiekowat
sie studentami wykonujgcymi zaréw-
no prace magisterska jak i prace licen-
cjacka, prowadzit ¢wiczenia z genety-
ki i genetyki cztowieka na Wydziale
Biologii UW, oraz przygotowywat i
prowadzit zajecia w Szkole Festiwalu

W

FIRMY

ZA NAJLEPSZA PRACE
DOKTORSKA Z BIOCHEMII

2009 ROKU

Nauki. Na swoje badania dotyczace
biatka hSuv3p dr Szczesny otrzymat
grant promotorski z Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, dwa
granty wewnetrzne IBB PAN oraz
dwa stypendia wyjazdowe — Polo-
nium i FEBS. Byt réwniez wykonawcg
dwéch grantow prof. P.P. Stepnia.

Roman J. Szczesny jest wspotauto-
rem osmiu 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 programu
START Fundacji na rzecz Nauki Pol-
skiej ,,Stypendia krajowe dla mtodych
uczonych" (edycja 2010), a takze ze-
spotowej nagrody Rektora Uniwer-
sytetu Warszawskiego za osiaggniecia
naukowe.

Obrona pracy doktorskiej p. Szcze-
snego ,,Badanie funkcji ludzkiej he-
likazy hSuv3p" odbyta sie 1 grudnia
2009 r. Na wniosek obu recenzentéw
— prof. Krzysztofa Staronia i prof.
Janusza Siedleckiego praca doktorska
zostata wyrézniona przez Rade Na-
ukowg IBB PAN. Ponadto, dr Szcze-
sny otrzymat Nagrode Dyrektora IBB
PAN za najlepsza rozprawe doktor-
skag obroniong w 2009 r.

Obecnie dr Szczesny jest zatrud-
niony na stanowisku asystenta w
Instytucie Genetyki i Biotechnolo-
gii UW w grupie Kkierowanej przez

353



doc. dr hab. Andrzeja Dziembow-
skiego. Prowadzi badania dotyczgce
analizy funkcjonalnej kompleksu eg-
zosomu oraz degradacji i kontroli ja-
kosci RNA u cztowieka.

BADANIE FUNKCJI LUDZKIEJ
HELIKAZY hSuv3p

STRESZCZENIE PRACY

Roman J. Szczesny

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

Mitochondria sa potautonomicz-
nymi organellami wystepujacymi
w cytoplazmie prawie wszystkich
komorek eukariotycznych. Jedng z
gtéwnych funkcji mitochondriéw jest
przeprowadzanie procesu fosforyla-
cji oksydacyjnej, a powstaty w tym
procesie trifosforan adenozyny jest
zrédtem energii uzytecznej biologicz-
nie. Poza tym, ze mitochondria stano-
wig centrum energetyczne komorki
uczestniczg réwniez w innych proce-
sach metabolicznych niezbednych do
funkcjonowania komérki, np. biosyn-
tezie porfiryn i cyklu mocznikowym.

Od momentu odkrycia mitochon-
driow, opisanych po raz pierwszy w
XIX wieku, nasza wiedza o ich roli i
funkcjonowaniu w komorce ciagle
sie poszerza. Obecnie mitochondria

2
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Region regulatorowy
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nie sg postrzegane jedynie jako cen-
tra energetyczne komorek eukario-
tycznych. Udziat mitochondriow w
apoptozie, ich zwigzek ze starzeniem
sie oraz procesem nowotworzenia, a
przede wszystkim odkrycie choréb
mitochondrialnych przyczynito si¢ do
jeszcze intensywniejszych badan nad
funkcjonowaniem mitochondriéw.

Pomimo, ze od Kilku dekad wiado-
mo, ze mitochondria cztowieka posia-
dajg wiasny system genetyczny, funk-
cjonowanie tego uktadu nie zostato
w petni poznane. Chociaz znane sg
podstawowe procesy umozliwiajgce
realizacje mitochondrialnej informacji
genetycznej (Ryc. 1) to nie sg one w
petni scharakteryzowane na poziomie
molekularnym. Co wiecej, badania
ostatnich lat nad replikacjg genomu
mitochondrialnego kregowcow [1],
w tym cztowieka, oraz nad obrébka
mitochondrialnego tRNA [2] wskazu-
ja, ze badanie funkcjonowania mito-
chondridw jest dziedzing nauki, ktéra
nadal kryje wiele tajemnic.

W przypadku cztowieka, genom
mitochondrialny zawiera jedynie
-0,1% wszystkich genéw zawartych
w ludzkim DNA, ale kazdy z mito-
chondrialnych gendéw jest niezbedny
do zycia organizmu. Szczeg6towe po-
znanie biologii mitochondriéw ma nie
tylko charakter czysto poznawczy, ale
moze przyblizy¢ nas do zrozumienia
patogenezy choréb powodowanych
zaburzeniami funkcjonowania mito-
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Rycina 1. Mapa i podstawowe etapy ekspresji genomu mitochondrialnego cztowieka. Genom mitochondrialny
cztowieka jest kolista, dwuniciowg czasteczka DNA (16569 pz) kodujaca 37 genéw. W przypadku wiekszosci
gendw nicig matrycowag jest tak zwana ni¢ H. Transkrypcja mitochondrialnego DNA prowadzi do powstania
dtugich policistronowych transkryptéw, ktérych pierwszym etapem obrdbki jest wyciecie tRNA, co prowa-
dzi do powstania pierwotnych czasteczek mRNA, tRNA, rRNA podlegajacych dalszym etapom dojrzewania
oraz niekodujacego RNA. Pojedyncze litery oznaczajg rodzaj tRNA kodowanego przez dany gen. Zaznaczono
geny kodujace biatka komplekséw fosforylacji oksydacyjnej oraz rRNA. W regionie regulatorowym znajduje
sie wigkszo$¢ elementéw cis zwigzanych z regulacja transkrypcji. Dla uproszczenia schematu pominieto trans-

krypcje obejmujaca tylko geny od tRNAFdo tRNALUR.
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chondridw. Wiedza taka mogtaby po-
méc w opracowaniu odpowiednich
terapii.

W ramach rozprawy doktorskiej
podjeto sie proby ustalenia roli helika-
zy hSuv3p w komérce cztowieka, ze
szczegbélnym uwzglednieniem jej po-
tencjalnej funkcji w mitochondriach.
Z weczesniejszych badan wiadomo
byto, ze biatko Suv3 drozdzy petni
kluczowg role w metabolizmie mito-
chondrialnego RNA u Saccharomyces
cerevisiae. Bioragc pod uwage role he-
likaz w metabolizmie kwasdw nukle-
inowych, wydawato sie logiczne, ze
poznanie funkcji biatka hSuv3p mo-
gtoby przyblizy¢ nas do zrozumienia
biologii mitochondriow. Zadanie to
byto tym ciekawsze, ze rola ta nie mu-
siata by¢ ta jaka peini jego ortolog w
mitochondriach S. cerevisiae. Wiado-
mo bowiem byto, ze oba biatka majg
rézng preferencje co do rozwijanego
substratu, a ekspresja genu hSUV3
cztowieka w komdrkach drozdzy nie
komplementuje delecji jego drozdzo-
wego ortologa.

W trakcie prowadzonych badan
ustalono, ze obnizenie ekspresji genu
hSUV3 w komoérkach HelLa prowadzi
do apoptozy zaleznej zaréwno od ak-
tywnosci kaspaz jak i biatka AIF (ang.
apoptosis inducing factor). Przeprowa-
dzone badania z uzyciem barwienia
immunofluorescencyjnego pozwolity
stwierdzi¢, ze w przypadku niekto-
rych typéw komdrek helikaza hSuv3p
jest biatkiem zlokalizowanym zaréw-
no w mitochondriach jak ijgdrze ko-
morkowym [3], Jednak jej podstawo-
wag, wystepujaca we wszystkich do-
tychczas zbadanych komérkach, jest
lokalizacja mitochondrialna.

W celu poznania potencjalnych

partneréw  biatkowych  helikazy
hSuv3p otrzymano stabilne linie
komérkowe  syntetyzujgce  biatko

hSuv3p, lub jego N-koncowy frag-
ment jako kontrole, w fuzji ze znacz-
nikiem TAP (ang. tandem affinity pu-
rification). Wykorzystujagc tandemo-
wg chromatografie powinowactwa i
mitochondrialne ekstrakty biatkowe
wykazano, ze helikaza hSuv3p wspot-
oczyszcza sie z biatkiem p32 oraz mi-
tochondrialng fosforylazg polinukle-
otydowga (PNPaza), o ktérej wiadomo,
ze jest rybonukleazg. Oddziatywanie
z biatkiem p32 potwierdzono m. in.
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oczyszczajgc oba biatka po heterolo-
gicznej nadprodukcji w komorkach
Eschenchia coli, a nastepnie przepro-
wadzajac doswiadczenie typu ,dot
biot". Wykazanie wspo6toczyszczania
sie helikazy hSuv3p oraz PNPazy
pozwolito zasugerowaé¢ mozliwosé
istnienia w mitochondriach komplek-
su hSuv3p-PNPaza [4], ktéry mogtby
uczestniczy¢ w metabolizmie RNA
mitochondrialnego, bedac odpowied-
nikiem degradosomu bakteryjnego.
Wiadomo bowiem, ze u E. coli heli-
kaza RhIB wraz z PNPazg wchodzi w
sktad degradosomu, kompleksu od-

produkcja katalitycznie nieaktywnej
formy hSuv3p petnej dtugosci powo-
duje zaburzenie funkcjonowania mi-
tochondriow. Wykazano, ze nie wyni-
ka to ani z obecnosci w pozywce in-
duktora wprowadzonych genéw, ani
z pojawienia sie w mitochondriach
duzej ilosci biatka mitochondrialne-
go. Udowodniono, ze obserwowany
efekt jest zalezny od mitochondrialnej
funkcji hSuv3p. Co wiecej, doswiad-
czenia z obnizeniem poziomu biatka
hSuv3p za pomocg siRNA pozwolity
wykazac, ze zaburzenie funkcji pet-
nionej przez hSuv3p przez nadpro-

powiedzialnego dukcje jej
za degradacje katalitycz-
RNA. Informa- nie nie-
cja taka jest tym aktywnej
wazniejsza, ze formy jest
dotychczas nie funkcjonal-
wiadomo  jaki nie  réw-
enzym  odpo- nowazne
wiada za degra- z jego bra-
dacje RNA w kiem w ko-

mitochondriach et . marce [4],
cztowieka. Rycina 2. Udziat helikazy hSuv3p w metabolizmie mitochon- StOSUjQC
Aby zbadaé drialnych kwaséw nukleinowych. Helikaza hSuv3p uczestniczy ten mo-

. . w degradacji mMRNA i rRNA, a takze jest niezbedna do usuwania

mitochondrial- produktéw ubocznych obrébki mitochondrialnego RNA i nieko- del oraz
ng funkcje he-  dujacego RNA. Procesy te odbywajg sie z udziatem rybonukleazy technike
likazy hSuv3p PNPazy lub innego niezidentyfikowanego biatka o aktywnosci dwukie-
nukleolitycznej. Funkcja petniona przez hSuv3p jest niezbedna B
0pPracowano o utrzymania whsciwego poziomu mitochondrialnego DNA. FUNKowej
odpowiedni Biatko to oddziatuje z biatkiem p32, przy czym rola tego oddzia- elektrofo-
model komér- tywania nie jest obecnie znana. rezy DNA
kowy [4]. Jego w warun-

podstawowym zatozeniem byto przy-
puszczenie, ze pojawienie sie w mito-
chondriach biatka hSuv3p, ktére nie
posiada ani aktywnos$ci ATPazy ani
helikazy, mogtoby zaburzaé¢ funkcjo-
nowanie biatka endogennego. Zbada-
nie zmian w metabolizmie mitochon-
drialnych kwaséw nukleinowych po-
wodowanych takim zaburzeniem mo-
gtoby pozwoli¢ na okresSlenie funkcji
petnionej przez hSuv3p. Otrzymany
model sktada sie z pieciu stabilnych
linii komorkowych. Dwie z nich w re-
gulowany sposéb wyrazajg wprowa-
dzony do ich genomu jadrowego gen
kodujacy aktywng lub pozbawiong
aktywnosci helikazowej forme biatka
hSuv3p. Pozostate linie komdrkowe,
stuzace jako kontrole, to komorki z
wstawionym pustym wektorem lub
genem kodujgcym aktywng (lub nie-
aktywng) katalitycznie forme helika-
zy hSuv3p pozbawiong sekwencji Kie-
rujagcej to biatko do mitochondriow.
Na podstawie przeprowadzonych
doSwiadczen stwierdzono, ze nad-
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kach obojetnych wykazano, ze funk-
cja petniona przez biatko hSuv3p jest
niezbedna do prawidtowej replikacji
DNA mitochondrialnego, przebiega-
jacej wedtug mechanizmu, w ktérym
ni¢ opdézniona poczatkowo syntety-
zowana jest jako RNA (RITOLS, ang.
ribonucleotide incorporation throughout
the lagging-strand). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze pozbawienie komorki
funkcji petnionej przez hSuv3p powo-
duje zatrzymanie tego typu replikacji
juz na wczesnym etapie inicjacji.

Przy uzyciu uzyskanego modelu
komoérkowego oraz techniki siRNA
udowodniono, ze helikaza hSuv3p
jest niezbedna do degradacji RNA
mitochondrialnego oraz produktéw
ubocznych jego obrébki. Tym samym,
biatko to jest elementem systemu kon-
trolujacego RNA w mitochondriach i
petni jedng z kluczowych rél w meta-
bolizmie mitochondrialnych kwasow
nukleinowych [4], W mitochondriach
cztowieka znaczacg czescig transkry-

bowanego DNA sg fragmenty mie-
dzygenowe. RNA powstaty w wyni-
ku ich transkrypcji jest bardzo szybko
usuwany. Chociaz fakt ten byt znany
juz od ponad 30 lat [5] to dopiero ni-
niejsze badania pozwolity opisa¢ ten
proces na poziomie molekularnym i
wskazac, ze jest on zalezny od aktyw-
nosci helikazy hSuv3p.

Spowolnienie degradacji RNA mi-
tochondrialnego przez zaburzenie
funkcji hSuv3p pozwala na badanie
czasteczek RNA o bardzo krétkim
czasie pottrwania. Taki ukitad do-
Swiadczalny pozwolit na wykrycie
w mitochondriach cztowieka grupy
transkryptow nazwanych RNA lu-
strzanym [4], Transkrypty te maja
bardzo podobng diugosé do mRNA
kodowanych przez genom mitochon-
drialny, ale powstajg w wyniku trans-
krypcji nici sensownej i tym samym sg
komplementarne do odpowiadajgce-
go im mRNA. Dalsze badania pozwo-
la rozstrzygna¢ czy lustrzane RNA
petnig funkcje w regulacji ekspresji
lub/i replikacji genomu mitochon-
drialnego. Przeprowadzone doswiad-
czenia pozwolity na identyfikacje
helikazy hSuv3p jako biatka uczest-
niczacego w degradacji kodujacego
i niekodujgcego mitochondrialnego
RNA (Ryc. 2). Wedtug dostepnych
danych literaturowych jest to pierw-
sze biatko o takiej funkcji zidentyfiko-
wane u kregowcow.
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Prezydent Bronistaw Komorow-
ski podpisat nowelizacje przepiséow
reformujacych system nauki. Nowe-
lizacja jest zwigzana z pakietem pie-
ciu rzagdowych ustaw reformujacych
polska nauke przyjetych przez Sejm
w marcu biezgcego roku, a podpisa-
nych w maju przez Bronistawa Komo-
rowskiego, wykonujgcego obowigzki
prezydenta RP. Sg to ustawy: o zasa-
dach finansowania nauki, o Narodo-
wym Centrum Badan i Rozwoju, o
Narodowym Centrum Nauki, o insty-
tutach badawczych, o Polskiej Aka-
demii Nauk oraz poselskiej ustawy
wprowadzajacej przepisy przejscio-
we. Zaktadajg one m. in. decentraliza-
cje finansowania nauki i zwigzanie jej
z sektorem gospodarczym, powotanie
Narodowego Centrum Nauki i likwi-
dacje najgorzej ocenianych jednostek
naukowych. Narodowe Centrum Na-
uki ma by¢ instytucja, ktéra w otwar-
tych konkursach przyznawac¢ bedzie
pienigdze na realizacje przez naukow-
cOw najambitniejszych projektéw w
dziedzinie badafA podstawowych. O
granty na badania (w tym takze za-
kup niezbednej aparatury) bedg sie
mogty ubiega¢ instytuty naukowe, ze-
spoty badawcze i naukowcy prowa-
dzacy indywidualne projekty. Naro-
dowe Centrum Nauki dziata od roku
akademickiego 2010/11. 24-osobowa
Rada ztozona z wybitnych uczonych
tworzy¢ bedzie najwazniejszy organ
NCN. Rada przygotuje konkurs na
dyrektora zarzadzajgcego Centrum,
i z nim bedzie decydowa¢ o dyscy-
plinach, w ktérych ogtaszane beda
konkursy. Rada bedzie wytoniona do
konca 2010 roku. Podpisana noweli-
zacja rozszerza w ustawie lustracyj-
nej katalog oséb petnigcych funkcje
publiczne, wprowadzajagc do niego
dyrektora Narodowego Centrum Na-
uki, jego zastepcow oraz zastepcow
dyrektora Narodowego Centrum Ba-
dan i Rozwoju, co oznacza, ze osoby
te beda musiaty sktada¢ oSwiadczenia
lustracyjne, a w przypadku stwier-
dzenia ich niezgodnosci z prawdg zo-
stang pozbawione petnionych przez
nie funkcji publicznych (PAP).

Instytucje naukowe, ktére otrzy-
maty najstabsze oceny Ministerstwa
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Nauki i Szkolnictwa Wyzszego do-
stang w 2011 roku o potowe mniej
pieniedzy na dziatlalno$¢. Resort za-
powiada, ze zaoszczedzone pienigdze
zostang rozdzielone w konkursach na
badania. Informacje o ocenie instytu-
cji naukowych resort nauki opubliko-
wat w koncu wrzes$nia b.r. na swojej
stronie internetowej, wykazujac w
ocenie parametrycznej w skali od 1

KRAJOWE

liwia najlepszym naukowcom wy-
chowujgcym mate dzieci lub ocze-
kujagcym urodzenia dziecka, powrot
do zaawansowanej pracy naukowej.
Laureatki otrzymaty granty o $red-
niej warto$ci 553 tys. zt na realizacje
projektéw badawczych z udziatem
studentow i doktorantdw. Laureatka-
mi | edycji programu ,,Pomost" zosta-
ty: dr Magdalena Banach-Ortowska

jednostek badawczo-ro-
zwojowych, instytutow
PAN, jednostek organiza-
cyjnych uczelni i innych
podmiotdw prowadza-
cych dziatalno$¢ nauko-
wg (np. firm lub funda-
cji). Na tej podstawie
resort nauki przydziela
fundusze w ramach tzw.
dotacji na dziatalnos¢ sta-
tutowg, czyli utrzymanie
samej instytucji oraz nie-
ktore badania i konser-
wacje sprzetu. Eksperci z
roznych dziedzin ocenili
blisko tysiac instytucji, biorgc pod
uwage m.in. liczbe i stopnie naukowe
pracownikow, osiggniecia naukowe
placéwki i wyposazenie. Instytucje
nalezace do czwartej i pigtej kategorii
(najstabsze) w 2011 roku bedag mogty
liczy¢ na dotacje statutowg tylko na
sze$¢ miesiecy, a w tym czasie bedg
musiaty przeprowadzi¢ restruktury-

do 5 potencjat naukowy tl
% |

Ortowska

Fot. 1. Dr Magdalena Banach-

- (Fot. 1) z Miedzynarodo-
. wego Instytutu Biologii
Molekularnej i Komdr-
kowej w Warszawie; dr
Anna Kicinska z Wy-
dziatu Biologii Uniwer-
sytetu im. Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu;
dr Barbara Michalec z
Instytutu Fizyki Jadrowej
PAN; dr hab. Katarzyna
Pernal z Instytutu Fizy-
ki Politechniki todzkiej;
dr Dorota Pierscinska
z Instytutu Technologii
Elektronowej; dr lzabela
Szafraniak-Wiza z Wy-
dziatu Budowy Maszyn i Zarzgdzania
Politechniki Poznariskiej, dr Barbara
Pietka z Wydziatu Fizyki i dr Aneta
Suwinska (Fot. 2) z Wydziatu Bio-
logii Uniwersytetu Warszawskiego,
dr Aneta Kasza (Fot. 3) z Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
oraz dr hab. Joanna tojewska (Fot. 4)
z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Ja-

zacje, zmiane sposobu
dziatania lub starania o
przytagczenie do silniej-
szej placowki. Wsrod jed-
nostek kategorii 4 i 5 nie
ma instytutéw PAN. Po
uptywie roku jednostki
bedg mogly wystgpi¢ o
ponowne oceny; przy-
znanie placowce wyzszej
kategorii da jej mozliwos$é
uzyskania wyzszych do-
tacji na dziatalnos¢ statu-
towga (PAP).

Kobiety naukowcy
ze stopniem doktora wychowujace
mate dzieci otrzymaty od Funda-
cji na rzecz Nauki Polskiej (FNP)
dofinansowanie o tgcznej wartosci
ponad 55 min zitotych, w ramach
programu ,,Pomost". Program umoz-

Fot. 2. Dr Aneta Suwinska

giellonskiego. Do udzia-
tu w | edycji programu
zgtosito sie 79 kandy-
datek. Wnioski mogli
sktada¢ réwniez mez-
czyzni, ktorzy korzystali
z urlop6w lub przerw w
pracy zwigzanych z po-
siadaniem dziecka, trwa-
jacych nieprzerwanie
przez co najmniej 6 mie-
siecy. Formuta programu
opiera sie na mozliwo-
§ci prowadzenia badah
w niepetnym wymiarze
czasu pracy i wsparciu
ze strony miodych naukowcow w
realizacji badan. Ma stworzy¢ kom-
fortowe warunki pracy, sprzyjajace
efektywnemu godzeniu roli mamy z
pracg naukowca. Nowy program FNP
sprzyja utalentowanym naukowcom
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zmierzajagcym do godzenia Kariery
naukowej z rodzicielstwem. Warun-

jedna z trzech drugich nagréd za pra-
ce ,Bioréznorodno$¢, paleoekologia

ki programu moga
pomdc  ograniczy¢
odchodzenie z na- —
uki najzdolniejszych

kobiet. Wcze$niej w P
ramach  programu
»Pomost" FNP na-
grodzita juz kobiety
pracujgce naukowo
w trakcie cigzy. Do konca 2015 roku
Fundacja przeznaczy ponad 25 min
ztotych na granty dla matek i ojcow,
ktorzy po przerwie zwigzanej z opie-
kg nad dzieckiem, chcg wréci¢ do pra-
cy badawczej. Naukowcy zaintereso-
wani udziatem w Il edycji programu
i uzyskaniem dofinansowania, mogli

Fot. 3. Dr Aneta Kasza

i pozycja taksono-
miczna kregowcow
Srodkowotriasowe-
go systemu morskie-
go Slaska". Laureat-
ka jest absolwentka
I LO im. Mikotaja
Kopernika w Opolu,
a obecnie studiuje w
Kolegium MISMaP na Uniwersytecie
Warszawskim. W 2009 roku Justyna
Stowiak znalazta sie wsrdd laureatow
Miedzynarodowego Konkursu Ilu-
stracje Dinozaurow 2009; Jej pasjg sa
dinozaury. Pod Tarnawskimi Gérami
znalazta dolng szczeke ichtiozaura, a
jest to jedno z trzech znalezisk doko-

sktada¢ swoje wnioski
do 15 pazdziernika br.
Program jest wspétfinan-
sowany ze $srodkow Unii
Europejskiej z Europej-
skiego Funduszu Rozwo-
ju Regionalnego.

Prezes PAN prof. Mi-
chat Kleiber, przy okazji
nagréd Ig Nobli za do-
konania, ktére najpierw
prowokuja do $miechu,
a po6zniej do zastano-
wienia, uznat, iz projekty  ska
badawcze, ktorych tytuty
brzmig $miesznie moga
w przysztosci sta¢ sie powaznym od-
kryciem. Profesor upatruje w zabaw-
nym przedstawieniu nauki sposéb
na przyciggniecie zainteresowania do
projektow zawierajagcych powazne
wnioski.

Polscy biolodzy — tukasz So-
kotowski (Fot. 5) i Justyna Stowiak
(Fot. 6) — zostali zdo-

Fot. 4. Dr hab. Joanna tojew-

nanych na Swiecie. Polske
reprezentowata rowniez
Marta Ubik, absolwentka
Il LO im. Jana Il Sobieskie-
go w Krakowie, studiujgca
na Il roku Wydziatu Mate-
matyki i Informatyki UJ z
pracag ,Oszacowanie sumy
dtugosci przekatnych". Po-
lacy od 1995 roku zdobyli
juz 19 nagréd gtéwnych i
wiele nagrdd specjalnych.
Konkurs Prac Mtodych
Naukowcdéw Unii Euro-
pejskiej, zapoczatkowany
staraniem Komisji Euro-
pejskiej, ma usprawnia¢ wspoitprace i
wymiane mysli. Celem konkursu jest
zachecenie mtodych ludzi do rozwi-
jania zainteresowan naukowych oraz
podjecia kariery naukowej. W tego-
rocznej edycji konkursu 125 uczest-
nikéw, reprezentujgcych 37 krajow
z calej Europy oraz z Kanady, Sta-
noéw Zjednoczonych, Chin i Brazylii
85 projektéw. Projekty

bywcami pierwszej i
drugiej nagrody w 22.
unijnym konkursie dla
mitodych naukowcow w
Lizbonie. Praca tuka-
sza Sokotowskiego p.t.
»W jaki spos6b zeruja
mrowki  Formica cine-
rea" zostata przez niego
przygotowana, gdy byt
uczniem XXI LO im. Bo-
lestawa Prusa w todzi; aktualnie jest
studentem Uniwersytetu Medyczne-
go w todzi. Pierwszg nagrode przy-
znano takze pracom autoréw z Czech
i Wegier. Justyna Stowiak zdobyta
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Fot. 5. Lukasz Sokotowski

te  wczesniej zdobyty
pierwsze nagrody w
krajowych eliminacjach
konkursu, a ich tema-
tyka dotyczy biologii,
chemii, informatyki lub
nauk spotecznych. Stro-
na internetowa ze szcze-
gétowymi informacjami
na temat zwyciezcow i
wszystkich  projektéw
uczestniczagcych w kon-
kursie: http:/ / ec.europa.eu/rese-
arch/ youngscientists/ index_en.cfm.

Nowag, prosta metode analizy row-
nowagi reakcji chemicznych zacho-

dzacych w roztworach opracowano
w Instytucie Chemii Fizycznej PAN.
Moze ona znalez¢ zastosowanie np.
w chemii, biologii molekularnej,
farmacji i w medycynie. Nowa tech-
nika pozwala w tani i pewny sposob
okresli¢ trwato$¢ komplekséw po-
wstajagcych w wyniku reakcji zacho-
dzacych miedzy zwiazkami chemicz-
nymi w roztworach. Metoda zostata
zgtoszona do opatentowania. Metoda
pozwala w krotkim czasie (30 min)
na ustalenie jak i w jakim stopniu
lek jest wigzany we krwi pacjenta, a
dzieki temu mozliwe bedzie ustalenie
optymalnego leczenia, jeszcze przed
rozpoczeciem kuracji. W metodzie
wykorzystane jest zjawisko dyfuzji
miedzy warstwami cieczy ptyngcych
zroznymi predkosciami, a o trwatosci
kompleksow decydujg wspétczynni-
ki dyfuzji i statg trwatosci komplek-
su. W Instytucie zostato opracowane
urzadzenie pozwalajgce na zbadanie
trwatosci komplekséw chemicznych.
Powodzenie wdrozenia metody zale-
zy obecnie od aktywnosci przemystu
(wg Nauka w Polsce).

Wmurowanie kamienia wegielne-
go pod Centrum Badan Przedklinicz-
nych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego, w ktorym prowadzone

Fot. 6. Justyna Stowiak

beda badania nad chorobami cywili-
zacyjnymi, odbyto sie 23 wrzes$nia b.r.
na Kampusie Ochota przy ul. Ksiecia
Trojdena w Warszawie. Centrum Ba-
dan Przedklinicznych i Technologii
(CePT) jest wspolng inicjatywa War-
szawskiego Uniwersytetu Medycz-
nego, Uniwersytetu Warszawskie-
go, Politechniki Warszawskiej oraz
siedmiu instytutow PAN. Centrum
jest gtowng inwestycjg w ramach ca-
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tego Projektu CePT — najwiekszego
przedsiewziecia biomedycznego i
biotechnologicznego w Europie Srod-
kowo-Wschodniej. Ministerstwo Na-
uki i Szkolnictwa Wyzszego finansuje
CePT (360 min ztotych) ze Srodkdéw
unijnego Programu Operacyjnego In-
nowacyjna Gospodarka. W Centrum
Badan Przedklinicznych WUM bedg
prowadzone badania nad chorobami
uktadu krazenia, ukta-

proszek przywiera do materiatu. Na-
tomiast plastik nie przewodzi pradu,
wiec farba od niego odpada. Wojciech
Gutowski studiowat na wydziale in-
zynierii mechanicznej na Politechnice
Szczecinskiej, gdzie zrobit doktorat.
Do Australii wyjechat w 1981 r. Obec-
nie pracuje w CSIRO, australijskiej or-
ganizacji naukowo-badawczej, gdzie
jest liderem zespotu badawczego zaj-

mujacego sie naukami

du nerwowego, Nnowo-
tworami i problemami
zwigzanymi ze starze-
niem sie. Pracownie
Centrum bedg przyja-
zne dla projektéw in-
stytucji zatozycielskich
i wspotpracujacych.
Docelowo w budynku
pracowa¢ bedzie bli-
sko 300 os6b — fizjo-
logéw, farmakologdw,
patologéw, biochemi-
kéw, mikrobiologdw.
Zaprojektowano zwie-
rzetarnie i strefy wy-
poczynku. Przewidywany termin od-
dania do uzytku — grudzien 2012 r.
(wg Nauka w Polsce).

Dr Wojciech Gutowski, lider ze-
spotu australijskich naukowcow, od-
kryt pierwszg na Swiecie technologie
pokrywania farbg plastikow, ktdra
nie emituje zanieczyszczen. Techno-
logia ta ma szanse zrewolucjonizowac
przemyst samochodowy. Za swoje
odkrycie dr Gutowski otrzymat 50
tys. doi., ajego zesp6t otrzymat presti-
zowg australijskg nagrode ,Victoria
Prize". Dr Gutowski rozwinat techno-
logie pokrywania powierzchni przy
uzyciu sproszkowanej zywicy nie za-
wierajgcej rozpuszczalnika. Umozli-
wia ona farbom proszkowym, farbom
i barwnikom przywieranie do plasti-
ku. Dzieki odkryciu i zastosowaniu
farb metalowe cze$ci samochodow
i budynkéw beda mogty by¢ zasta-
pione lzejszymi i tafiszymi czesciami
z plastiku i materiatbw kompozyto-
wych. Nagrody zostaty wreczone 13
wrzes$nia b.r. w siedzibie australijskie-
go rzadu. Jak wyjasniajg organizato-
rzy Victoria Prize w filmie poswieco-
nym wynalazkowi dr Gutowskiego
(http:/ / www.youtube.com) podczas
pokrywania metali farbg proszkowsg,
materiatom nadawany jest przeciwny
tadunek elektryczny niz farbie. Dzie-
ki temu materiaty przyciggajag sie i
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Fot. 7. Prof. dr hab. Jacek Kretowski

materiatowymi (wg
Nauka w Polsce).

W miedzygwiezd-
nych obtokach 0
ekstremalnie matej
gestosci naukowcy,
m.in. Polacy, znalezli
czgsteczke chemiczng
0 nieoczekiwanie zto-
zonej strukturze. Od-
krycie zmienia sposob
mys$lenia o procesach
chemicznych zacho-
dzacych w pozornie
pustych obszarach
Galaktyki. Badania
z uzyciem 8-metrowego telesko-
pu w Paranal Observatory w Chile
przeprowadzit zesp6t naukowcow
z Uniwersytetu Mikotaja Koperni-
ka (UMK) w Toruniu, Europejskie-
go Obserwatorium Potudniowego
(ESO), Instytutu Chemii Fizycznej
PAN (IChF PAN) w Warszawie oraz
Uniwersytetu w Seulu. Grupg Kie-

pod Genewa, zostat po raz pierwszy
uruchomiony we wrzes$niu 2008 r. Po
poczatkowych trudnos$ciach, w tym
powaznej awarii, ktora wstrzymata
prace akceleratora na kilka miesiecy,
ostatecznie aparatura zaczeta dziatac
w marcu tego roku i od tej pory re-
gularnie dochodzi w nim do zderzen
czastek. Za bezkolizyjng prace zde-
rzacza odpowiada zespot dr Siemko.
Pod koniec sierpnia intensywnos$¢
wigzki zostata podwojona, w kolej-
nych miesigcach bedzie zwiekszana,
az do konca 2011 roku, i fizycy maja
nadzieje osiggnac¢ blisko potowe mak-
symalnej zaplanowanej intensyw-
nosci wigzki. W tym czasie ma tez
wzrosng¢ energia LHC; maszyna jest
zaprojektowana do rozpedzania pro-
tonéw do energii 7 TeV. Po tym czasie
akcelerator zostanie wytaczony, aby,
kilkunastu miesigcach uruchomic¢ go
z maksymalng energig (wiosna 2013
roku). LHC znajduje sie¢ 100 metrow
pod ziemig w specjalnym kolistym
tunelu o $rednicy ok. 9 km i o obwo-
dzie 27 km. Zostat zaprojektowany
do poszukiwania nie odkrytych do tej
pory czastek elementarnych (wsréd
nich czastki Higgsa, ktéra miataby
wptywacé na mase wszystkich innych
czastek) oraz do symulacji w mikro-
skali zjawisk podobnych do tych, ja-
kie mogty zachodzi¢ w pierwszych
sekundach po Wielkim Wybuchu.
Wszystko po to, aby lepiej poznaé

zasady, rzadzace otaczaja-

ruje prof. dr hab.
Jacek Kretowski
(Fot. 7) z Centrum
Astronomii  UMK.
W przezroczystych
obtokach  materii
miedzygwiezdnej
wykryto kation
dwuacety lenu,
czasteczke zbu-
dowang z dwach
atomow wodoru i
czterech atoméw
wegla (wg Nauka
w Polsce). Large
Hadron Collider
(LHC) - gigan-
tyczny akcelerator
do badania naj-
mniejszych czastek materii — dziata
juz z potowg zaplanowanej energii.
Large Hadron Collider (Wielki Zde-
rzacz Hadron6éw), znajdujacy sie w
osrodku badawczym Europejskiej Or-
ganizacji Badan Jadrowych (CERN)

Fot. 8. Prof. Marcin Opato

cym nas $Swiatem (wg Na-
uka w Polsce).

Naukowcy z Instytutu
Chemii Fizycznej PAN
w  Warszawie pracujg
nad elektrodami o po-
wierzchniach pokrytych
warstwami  nanoczgstek
wegla i enzymami. Elek-
trody te bedzie mozna
wykorzysta¢ do produkcji
nowoczesnych czujnikéw
i zrédet pradu, w tym bio-
ogniw paliwowych, insta-
lowanych wewnatrz ciata
cztowieka i zasilanych
substancjami  zawartymi
we krwi. Obecnie wymia-
na zasilania w rozrusznikach ser-
ca wymaga metod inwazyjnych. Na
Swiecie od kilku lat trwaja prace nad
zbudowaniem bioogniwa, co wyma-
ga znalezienia podtoza umozliwiaja-
cego trwate osadzenie enzymu, w taki
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sposéb, aby wymieniat elektrony bez-
posrednio z elektrodg. Udato sie to w
IChF PAN dzigki naniesieniu na elek-
trode nanoczastek wegla. Elektrody
pracujg w roztworach o sktadzie zbli-
zonym do osocza krwi. Nanoczastki
wegla w doSwiadczeniach prowadzo-
nych w IChF PAN majg rozmiary po-
nizej 10 nanometréw, a grubos¢ goto-
wych warstw weglowych siega nieco
ponad 100 nanometréw. Naukowcy
IChF PAN, pod kierownictwem prof.
Marcina Opahto (Fot. 8) pracujg nad
wydajnoscig elektrod oraz nad ich
zastosowaniem w czujnikach elektro-
chemicznych.

Wszechnica Zywieniowa Szkoty
Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie, dziata od 1994 roku.
Jej zadaniem jest upowszechnianie
wiedzy o prawidtowym zywieniu
cztowieka. Prelekcje odbywajg sie
9 razy w roku. Przeznaczone sg dla
spoteczenstwa Warszawy i okolic.
Tematyka wyktadow jest zrozni-
cowana, dostosowana do zaintere-
sowan stuchaczy i uwzgledniajaca

XVI

aktualne problemy zywieniowe na-
szego spoteczeAstwa oraz najnow-
sze osiggniecia nauki. W tym roku
akademickim Wszechnica proponu-
je wyktady otwarte w kazda trzecig
$§rode miesigca, godz. 17:15 na Wy-
dziale Nauk o Zywieniu Cztowieka i
Konsumpcji SGGW. Zaplanowane w
kolejnej edycji spotkania proponujg
wyktady o produktach kiszonych, o
zwigzku choréb oczu z zywieniem,
0 Wwegetarianizmie, etc. Prelekcje
prowadzg specjalisci z zakresu te-
matycznego. Wiecej szczeg6tdw oraz
prezentacje z poprzednich lat na stro-
nie: http://wszechnica_zywieniowa.

sggw.pl/.

Prof. dr Andrzej Bylicki, chemik,
autor wielu publikacji i patentow
zmart w wieku 94 lat w Warsza-
wie — poinformowata rodzina na-
ukowca. Prof. Bylicki byt bliskim
wspdtpracownikiem prof. Wojcie-
cha Swietostawskiego, wybitnego
polskiego fizykochemika; prezesem
Fundacji im. Wojciecha Swietostaw-
skiego na Rzecz Wspierania Nauki

i Rozwoju Potencjalu Naukowego
w Polsce. Przez kilkadziesigt lat
petnit wiodacg role kierujgc w Pol-
skiej Akademii Nauk polska szkotg
badan nad weglem; kierowat m.in.
Centralnym Programem Badan Pod-
stawowych ,,Struktura i whasnosci
wegli i podstawy metod ich prze-
tworstwa". Przez wiele lat (1980-
1990) byt przedstawicielem Polski w
Miedzynarodowym Komitecie Unii
Naukowych CODATA. Prof. Bylicki
byt organizatorem sesji Zgromadze-
nia Ogolnego CODATA w Warsza-
wie, co byto szczego6lnie istotne, po-
niewaz zgromadzenie to odbywato
sie podczas stanu wojennego. Byt
cztonkiem Polskiego Towarzystwa
Chemicznego i American Chemi-
cal Society. Jest autorem ponad 100
publikacji i 16 patentéw, wychowat
wiele pokolen chemikdéw, kilkuna-
stu doktoréw. Zostat odznaczony
Krzyzem Komandorskim Orderu
Odrodzenia Polski. Prof. Bylicki
zmart 24 wrzes$nia.

pod redakcjg Teresy Wesotowskiej

EUROPEJSKA KONFERENCJA

BIOENERGETYCZNA (EBEC)
WARSZAWA 17-22 LIPCA 2010 R.

W dniach 17-22 lipca odbyta sie w
Warszawie w Starej Bibliotece Uniwer-
syteckiej 16-ta Europejska Konferencja
Bioenergetyczna. ldea organizowania
w Europie konferencji bioenergetycz-

Azzone (Padwa). Ze strony polskiej
brat w niej udziat prof. Lech Wojtczak
(Warszawa). Postanowiono, ze kon-
ferencje o nazwie European BioEner-
getics Conferences (w skrocie EBEC)

rengami gordonowskimi. W rezultacie
pierwszy EBEC odbyt sie w 1980 r. w
Urbino (Wiochy). Szesnasty EBEC w
Warszawie w 2010 r. przypada wiec w
trzydziestg rocznice tej konferenciji.

nych, na wzdér podobnych konfe-
rencji (,,gordonowskich") odby-
wajacych sie w Stanach Zjedno-
czonych, nurtowata naukowcow
Starego Kontynentu od dawna.
Wprawdzie poczgwszy od 1965r.
odbywaty sie coroczne konferen-
cje o tematyce bioenergetycznej
organizowane przez prof. Erne-
sto Quagliariello na Uniwersy-
tecie w Bari (Wilochy), jednakze
byta to w pewnym sensie osobi-
sta inicjatywa tego wptywowego
witoskiego uczonego. Dlatego na
Zjezdzie FEBS w Dreznie w 1978
r. zawigzata sie grupa inicjatywna
europejskich bioenergetykow ce-
lem przygotowania gruntu pod
regularne konferencje bioenergetyczne
na kontynencie europejskim. Grupie
tej przewodzili miedzy innymi profe-
sorowie Lars Emster (Sztokholm) i G.F.
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Fot. 1. Przerwa w obradach. W tle budynek Starej Biblioteki Uniwersy-
tetu Warszawskiego (Krakowskie Przedmie$cie 26/28). Autor zdjecia:
Anna Mirgos.

organizowane beda w réznych krajach
europejskich co dwa lata, na przemian z
odbywajgcymi sie w Ameryce réwniez
co dwa lata bioenergetycznymi konfe-

W tegorocznej, warszawskiej
konferencji wzieto udziat po-
nad 530 naukowcéw z prawie
wszystkich krajow europejskich,
w tym najwiecej z Niemiec (87
0s6b). Spoza Europy licznie re-
prezentowane byty Stany Zjed-
noczone (43 uczestnikow) iJapo-
nia (26), lecz przybyli réwniez,
cho¢ nieliczni, bioenergetycy
z Korei Potudniowej, Brazylii,
Izraela, Meksyku, Singapuru,
Australii i Nowej Zelandii. Za-
rejestrowanych uczestnikow
z Polski byto 76. W Konferen-
cji brata udziat réwniez liczna
grupa doktorantéow, gtéwnie z
placéwek naukowych stolicy, ktérzy
jako wolontariusze pomagali przy ob-
studze obrad, ajednoczesnie mogli w
nich uczestniczyc.
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Fot. 2. Otwarcie konferencji. Za stotem prezydialnym od lewej: prof. Jerzy
Duszynski i prof. Lech Wojtczak. Przy méwnicy prof. Adam Szewczyk. Au-

tor zdjecia: S. Skrzeczynski/beCreative.pl.

Gtéwnym organizatorem Konfe-
rencji byt Instytut Biologii Doswiad-
czalnej im. Nenckiego PAN w War-
szawie, a wspétorganizatorami Sekcja
Bioenergetyki Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego i Polska Sie¢
Mitochondrialna. Konferencje wspar-
to finansowo Ministerstwo Nauki i

Fot. 3. W trakcie obrad. W pierwszym rzedzie sie-
dza (od lewej): sir John E. Walker, laureat Nagro-
dy Nobla, i prof. Jerzy Duszyrski. Autor zdjecia:
S. Skrzeczynski/beCreative.pl.

Szkolnictwa Wyzszego (dotacja na
wydawnictwa konferencyjne), a takze
Polska Sie¢ Mitochondrialna, Inter-
national Union of Biochemistry and
Molecular Biology oraz firmy biotech-
nologiczne. Umozliwito to miedzy
innymi przyznanie 23 stypendiow dla
mtodych naukowcow spoza Polski.

Powierzenie Polsce organizacji szes-
nastej Konferencji EBEC byto wyrazem
uznania przez Miedzynarodowy Ko-
mitet Doradczy EBEC wk#tadu naszego
kraju w badania w tej dziedzinie. Oferte
goszczenia Konferencji w naszym kraju
ztozyt cztery lata temu polski delegat
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do Komitetu Dorad-
czego, prof. Adam
Szewczyk. On tez stat
sie gtbwnym motorem
trwajacych dwa lata
przygotowan do tej
imprezy. Prof. Adam
Szewczyk oraz prof.
Jerzy Duszynski (obaj z
Instytutu im. Nenckie-
go) zostali wspoiprze-
wodniczacymi  Kon-
ferencji. Honorowym
przewodniczacym byt
prof. Lech Wojtczak
(Instytut im. Nenckie-
go), sekretarzem Komi-
tetu Organizacyjnego
prof. Barbara Zabtocka
(Instytut Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im. Mirostawa Mossakow-
skiego PAN), skarbnikiem za$ dr hab.
Joanna Szczepanowska (Instytut im.
Nenckiego). W pracach Komitetu Or-
ganizacyjnego uczestniczyty takze prof.
Hanna Janska (Uniwersytet Wroctaw-
ski) i prof. Wiestawa Jarmuszkiewicz
(Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu), ktore byty odpowiedzial-
ne za przeprowadzenie konkursu na
stypendia dla miodych naukowcdw.
Zakwaterowanie uczestnikow, organi-
zacje wyzywienia i imprez towarzysza-
cych powierzono firmie Global Wings
(Warszawa).

Tematyka konferencji obejmowata
gtéwne nurty badawcze z obszaru bio-
energetyki zgrupowane w osiemnastu
sesjach tematycznych:
tancuch oddechowy i fotosystemy
Syntazy ATP i ATPazy
Transportery btonowe
Medycyna mitochondrialna
Mitochondria, reaktywne formy
tlenu istarzenie
Poryna mitochondrialna (VDAC)
Proteomika mitochondriow
Mitochondria w neurodegeneracji
Mitochondria jako cet
terapeutyczny
10. Biatka rozprzegajace (uncoupling
proteins)

11. Oksydazy koncowe

12. Ekspresja genomu
mitochondrialnego

13. Biogeneza mitochondriéw

14. Bioenergetyka organizméw
prokariotycznych

15 Udziat mitochondriéw w fizjologii
komorki, apoptozie

i przekazywaniu sygnatéw

ok wDE

© © N>

Fot. 4. Prof. Dieter Oesterhelt, laureat Medalu Pe-
tera Mitchella. Autor zdjecia: S. Skrzeczyrski/be-
Creative.pl.

Fot. 5. Prof. Martin Klingenberg, autor Specjalnego
Wyktadu Wieczornego. Prezentuje album poswie-
cony Fryderykowi Chopinowi, ktéry na pamigtke
wystgpienia otrzymali wszyscy trzej autorzy wie-
czornych wyktadéw specjalnych. Autor zdjecia:
S. Skrzeczynski/beCreative.pl.

16. Mitochondrialne kanaty jonowe
17. Bioenergetyka systemowa
18. Struktura i dynamika
mitochondridw
W sumie wygtoszono 17 wyktadow
plenarnych, 98 wyktadéw sesyjnych
oraz 3 specjalne wyktady wieczorne.
Ponadto przedstawiono 28 krotkich
ustnych prezentacji wybranych poste-
row oraz 8 wyktadéw naukowo-meto-
dycznych. Ws$réd autoréw referatéw
plenarnych byto dwdch laureatow Na-
grody Nobla: Hartmut Michel (Frank-
furt, Niemcy) i sir John E. Walker
(Cambridge, Wielka Brytania). Ponad-

Fot. 6. Prof. Ernesto Carafoli, autor Specjalnego Wy-
ktadu Wieczornego. Autor zdjecia: S. Skrzeczyn-
ski/beCreative.pl.
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to wyktad plenarny wygtosit Dieter
Oesterhelt (Martinsried, Niemcy), lau-
reat medalu Petera

Program uzupeinity dwie sesje
dyskusyjne zwigzane z tematyka kon-

Mitchella,  specjal-
nego wyroznienia
przyznawanego z
okazji kazdej kon-
ferencji EBEC. War-
to rowniez wspo-
mnieé, ze jeden z re-
feratdbw plenarnych
zostat wygtoszony
przez wybhitnego ba-
dacza fotosyntezy,
Pierre'a Joliota (Pa-
ryz, Francja), wnuka
Marii Sktodowskiej-
Curie. NowoScig
na warszawskiej
konferencji EBEC
byto zorganizowa-
nie specjalnych Se-
sji Wieczornych dla trzech wybitnych
specjalistow w dziedzinie bioenerge-
tyki: Martina Klingenberga (Mona-
chium), Ernesto Carafoli'ego (Padwa)
i Vladimira P. Skulacheva (Moskwa).
W trakcie konferencji Ernesto Cara-
foli otrzymat nagrode im. Marcelego
Nenckiego za dorobek naukowy oraz
za kilkudziesiecioletnia wspotprace
naukowag z polskimi osrodkami nauki,
a szczegOlnie z Instytutem Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego.

ANNAMIRGOS

Anna Mirgos.

Fot. 7. Prof. Vladimir P. Skulachev, au-
tor Specjalnego Wyktadu Wieczorne-
go, w trakcie dyskusji. Autor zdjecia:

ferencji (hot topie discus-
sions), w ktorych wzieto
udziat kilkadziesiagt oséb.
Duzym zainteresowa-
niem cieszyty sie row-

ferencyjnych, z ktérych 28 zostato, jak
wspomniano wyzej, przedstawione
rowniez w formie krotkich, dziesie-
ciominutowych, doniesien ustnych.
Dwoje mtodych autoréw tych donie-
sied zostatlo wyrdznionych nagroda-
mi. Nagrode pieniezng ufundowang
przez firme wydawniczg

niez trzy sesje
metodyczne
poswiecone:
@) obrazo-
waniu  mito-
chondridow,
(2) pomiarom
oddychania
i potencjatu
elektrycznego
na wewnetrz-
nej btonie mi-
tochondrial-
nej oraz (3)
analizie  mi-
tochondrialnych kanatow
jonowych. W ich trakcie
swoje metodyczne uwagi przedsta-
wili nie tylko naukowcy, ale takze
przedstawiciele firm produkujgcych
aparature wykorzystywang w bada-
niach. Tego typu prezentacje byty po
raz pierwszy zorganizowane na kon-
ferencji EBEC.

ANNARTRGDS

Sesje plakatowe zgromadzity po-
nad 250 plakatowych doniesien kon-

Fot. 8. Joanna Rorbach i Michael
Zick, laureaci konkursu na najlep-
sze ustne wystgpienia mtodych rego redaktorami byli
uczestnikéw konferencji. Autor
zdjecia: Anna Mirgos.

Elsevier otrzymat Mi-
chael Zick (Monachium,
Niemcy), a wyroznienie
ufundowane przez or-
ganizator6w — Joanna
Rorbach (Cambridge,
Wi ielka Brytania).

Petne teksty wiekszo-
Sci referatdw ukazaty sie
w zeszycie specjalnym
Biochimica et Biophysi-
ca Acta - Bioenergetics
(tom 1797, nr 6-7), kto-

Lech Wojtczak i Krzysz-
tof Zabtocki. Ponadto z
okazji konferencji ukazat sie zeszyt
specjalny FEBS Letters (tom 584, nr
10) pod redakcja Adama Szewczyka i
Wilhelma Justa pod tytutem ,Intracel-
lular ton Channels".

Barbara Zabtocka
Joanna Szczepanowska
Lech Wojtczak

VI edycja konkursu na najlepsza prace doktorskg
z biochemii w 2010 roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne ifirma Merck Sp. z 0.0. ogtaszajg sz6stg edycje konkursu na najlepsza

prace doktorskg z biochemii wykonang w polskiej instytucji naukowe;.

Warunkiem uczestnictwa jest

przyznanie autorowi pracy tytutu doktora przez wiasciwg rade naukowa lub rade wydziatu w 2010 roku.

Nagroda obejmuje premie pieniezng dla autora w wysokosci 4 500 zi,

ufundowang przez firme Merck,

oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika ,Postepy Biochemii" w 2011 roku. Nagrode
przyznaje Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firmg Merck.
Zgtoszenia kandydatéw do Nagrody moga dokonywaé pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilito-

wanego lub tytutem profesora.

Zgtoszenia w formie listu przewodniego, zawierajgcego informacje o wyniku gtosowania wtasciwej komisji
i rady naukowej lub rady wydziatu, wraz z pracg doktorskag | kopiami recenzji w formacie pdf nalezy
przesta¢ wKiieprzekriCp£allyrn terminie do 1 marca 2011 roku tylko droga elektroniczng na adres:

j.redowicz@nencki.gov.pl

Rozstrzygniecie konkursu nastgpi do 31 sierpnia 2011 roku, a uroczyste wreczenie Nagrody odbedzie sie na
dorocznym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we wrzesniu 2011 roku.

Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii". Pytania dotyczace
konkursu mozna uzyskac kierujgc je pod nastepujgcy adres poczty elektronicznej: j.redowicz@nencki.gov.pl.
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M. Jolanta Redowicz

Sekretarz Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego

ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Biatka szkieletu jgdrowego i otoczki jgdrowej w przebiegu
cyklu komdérkowego —znane biatka w nowych rolach

Magda Dubinska-Magiera
Magdalena Zaremba-Czogalla

Ryszard Rzepecki

Pracownia Biatek Jadrowych, Wydziat Biotech-
nologii, Uniwersytet Wroctawski, Wroctaw

APracownia Biatek Jadrowych, Wydziat
Biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski, ul.
Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wroctaw; tet.
(71) 375 63 08, e-mail: rzepecki@ibmb.uni.wroc.

Pl

Artykut otrzymano 13 pazdziernika 2009 r.
Artykut zaakceptowano 7 marca 2010 r.

Stowa kluczowe: otoczka jadrowa, szkielet ja-
drowy, blaszka jadrowa, laminy, cytoszkielet,
mitoza

Wykaz skrétéw: ER (ang. endoplasmic reti-
culum) — siateczka $rédplazmatyczna; INM
(ang. inner nuclear membrane) — wewnetrzna
btona jadrowa; LAP (ang. lamina associated po-
lypeptide) — polipeptyd zwigzany z blaszka
jadrowa; NE (ang. nuclear envelope) — otoczka
jadrowa; NEB(D) (ang. nuclear envelope break-
down) — rozpad otoczki jadrowej; NL (ang.
nuclear lamina) — blaszka jadrowa; NPC (ang.
nuclear pore complex) —jadrowy kompleks po-
rowy; ONM (ang. outer nuclear membrane) —
zewnetrzna btona jadrowa

Podziekowanie: Praca dotowana ze $rod-
kéw Wroctawskiego Centrum Badan EIT+ w
ramach realizacji projektu ,Biotechnologie i
zaawansowane technologie medyczne" - Bio-
Med (POIG.01.01.02-02-003/08) finansowa-
nego ze $rodkéw Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego (Program Operacyjny
Innowacyjna Gospodarka, Poddziatanie 1.1.2).
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STRESZCZENIE

adro komdrkowe w komoérkach organizméw eukariotycznych jest oddzielone od cytopla-

zmy za pomocg otoczki jadrowej, ktorg tworzg: blaszka jadrowa oraz zewnetrzna i we-

wnetrzna btona jadrowa potgczone ze sobg w miejscach, w ktérych usytuowane sg jadro-
we kompleksy porowe. Blaszka jadrowa jest strukturg ztozong gtéwnie z lamin typu A i B,
biatek nalezacych do rodziny filamentéw posrednich. Otoczka jadrowa, odpowiada m.in.
za potaczenie szkieletu jadrowego z siecig filamentéw laminowych, chromatyna, cytoszkie-
letem, utrzymywanie ksztattu jadra komoérkowego, rozmieszczenie komplekséw porowych,
organizacje chromatyny, replikacje DNA, regulacje syntezy i funkcji czynnikéw transkryp-
cyjnych. Podczas mitozy otoczka jadrowa podlega procesom depolimeryzacji i reasocjacji.
W trakcie tego procesu ulega demontazowi i powtdérnemu sktadaniu struktura szkieletu ja-
drowego oraz jego potaczenia z cytoszkieletem i chromatyng. Wyniki eksperymentéw uzy-
skane w ostatnich latach pozwalajg przypuszczac, ze biatka budujace otoczke jadrowa biorg
aktywny udziatl w przebiegu cyklu komérkowego, w tym réwniez mitozy. Sa one niezbed-
ne zaréwno w procesie dezintegracji struktury szkieletu jagdrowego, organizacji wrzeciona
mitotycznego, jak i w ponownym odtwarzaniu skomplikowanych oddziatywan pomiedzy
otoczka jadrowa, chromatyng i cytoszkieletem w komdérkach potomnych.

WPROWADZENIE

Na przestrzeni lat wyobrazenia na temat otoczki jadrowej ulegaty wielu istot-
nym przemianom. Poczgtkowo byta ona postrzegana jako statyczna podpora
jadra komoérkowego stanowigca stosunkowo stabilne rusztowanie dla otacza-
jacej go btony jadrowej oraz miejsce zakotwiczenia chromatyny. Postep, jaki
dokonat sie dzieki badaniom prowadzonym przez laboratoria z catego $wiata
pozwolit na zmiane w sposobie postrzegania otoczki. Utracita ona swoj ,,sta-
teczny charakter” na rzecz bardziej dynamicznego. Do wzrostu zainteresowania
otoczka jadrowag przyczynit sie rowniez fakt, ze mutacje w genach kodujacych jej
komponenty, takie jak laminy czy emeryna, okazaty sie przyczyng powstawania
chordb degeneracyjnych z grupy laminopatii. Zarzucono takze model szkieletu
jadrowego oparty o definicje preparatywne, w ktérym szkielet jadrowy utozsa-
miany byt z macierzg (matriks) jadrowg. Macierz jagdrowa byta tworem reszt-
kowym izolowanego jagdra komorkowego, poddanego zwykle procesowi tzw.
stabilizacji (indukcji szoku termicznego) a nastepnie procesowi trawienia DNA
i kolejnych ekstrakcji buforami o niskiej sile jonowej z detergentem niejonowym
(1% Triton X-100) oraz buforem o wysokiej sile jonowe;j.

Kolejnym krokiem w poznaniu otoczki jadrowej byto zrozumienie, ze rola
wielu z jej sktadnikow nie ogranicza sie jedynie do funkcji strukturalnej. Biatka
otoczki posiadaja funkcjonalne domeny enzymatyczne, w sposob posredni lub
bezposredni uczestnicza w regulacji ekspresji gendéw i organizacji chromatyny.
Badania dokonane w ciggu ostatniej dekady przyniosty nowe odkrycia dotycza-
ce otoczki. Zainteresowania naukowcow wykroczyty poza analizowang dotych-
czas, interfazowa strukture i aktywnos$¢ otoczki jadrowej, co ujawnito jej kolejna,
nieoczekiwana ceche. Otoczka, a witasciwie tworzace jg komponenty okazaty
sie istotnymi elementami w przebiegu kluczowego dla zycia procesu, jakim jest
mitoza. Niedawno opublikowane dane wskazujg na udziat laminy B, jednego
z istotnych elementéw otoczki, w budowie szkieletu wrzeciona podziatowego,
dzieki czemu moze ona odpowiadac za jego formowanie regulujgc dostepnos¢
réznych czynnikéw majacych kluczowe znaczenie dla procesu formowania
wrzeciona (SAF, ang. spindle assembly factors) lub wptywac¢ na organizacje prze-
strzenng skondensowanych chromosomoéw [1]. Ponadto w ostatnich latach udo-
wodniono, ze jeden z kluczowych partnerdw biatek otoczki jagdrowej — biatko
BAF jest zaangazowane w proces segregacji chromosomow i odtwarzania otocz-
ki jadrowej [2], Nie bez znaczenia wydajg sie r6wniez doniesienia literaturowe, z
ktorych wynika, ze emeryna —bardzo wazne integralne biatko btony jadrowej,
biorgce udziat w utrzymaniu prawidtowo funkcjonujacego jadra komoérkowe-
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go, w komorkach cztowieka odpowiada za kotwiczenie cen-
trosomu do btony jadrowej [3],

Formowanie wrzeciona podziatlowego i segregacja chro-
mosomOw poprzedzone przez rozpad otoczki jadrowej sg
procesami bardzo dynamicznymi, wymagajagcymi wspot-
udziatu mikrotubuli, biatek motorycznych oraz szeregu
biatek petnigcych funkcje strukturalne iregulatorowe, z kto-
rych jeszcze wiele nie zostato poznanych. Wydaje sie wielce
prawdopodobne, ze nadchodzgce lata przyniosg odpowie-
dzi na pytania dotyczgce tozsamosci tych biatek, i ze wiele
z nich okaze sie sktadnikami otoczki, znanymi wczesniej z
funkcji petnionych w interfazowym jadrze.

Niniejsza praca obejmuje aktualny przeglad danych
zwigzanych z budowg i funkcjonowaniem otoczki jadrowej,
ze szczegblnym uwzglednieniem roli, jaka odgrywaja jej
poszczegbdlne komponenty w procesach regulacji ekspresji
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gendw i mitozy oraz rozpadu jadra komorkowego ijego od-
twarzania po podziale.

BUDOWA JADRA KOMORKOWEGO

Jadro komdrkowe jest strukturg dynamiczng, w ktorej
zachodzi regulowana ekspresja gendéw i replikacja DNA.
Budowa jadra pozwala na Sciste kontrolowanie jego zawar-
tosci, co umozliwia oddzielenie proceséw jadrowych od
innych, zachodzacych w cytoplazmie. Znaczna czg$¢ proce-
sow regulacji ekspresji gendw i proliferacji komorek opiera
sie 0 selektywng, modulowang przepuszczalno$¢ otoczki
jadrowej dla réznych czynnikéw regulatorowych. Czesé ze-
wnetrzng jadra stanowi otoczka jagdrowa (NE, ang. nuclear
envelope), sktadajaca sie z kilku elementéw: wewnetrznej i
zewnetrznej btony jadrowej (INM i ONM, ang. inner/outer
nuclear membrane), ktére oddzielone sg od siebie przestrze-
nig perinuklearng (PNS, ang. perinuclear space) o szerokosci
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Rycina 1. Schemat otoczki jagdrowej. Schemat obrazujacy strukture otoczki jadrowej. W interfazie otoczka jadrowa otacza cate jagdro. System bton tworzacych otoczke
jadrowgq sktada si¢ z zewnetrznej btony jadrowej, wewnetrznej btony jadrowej oraz przestrzeni miedzybtonowej. Zewnetrzna btona zachowuje ciggto$¢ z siateczkg $ropla-
zmatyczng (ER). Wewnetrzna btona jadrowa zawiera szereg réznych biatek, ktére oddziatujg z utworzong w gtéwnej mierze z lamin blaszka jadrowa oraz chromatyna.
Miejsca styku bton jadrowych oddziatuja bezpos$rednio z biatkami tworzacymi jadrowe kompleksy porowe (NPC). Niektére biatka zlokalizowane w btonie zewnegtrznej
odpowiadajg za taczno$¢ pomiedzy jadrem a strukturami cytoplazmatycznymi, takimi jak centrosomy (emeryna, ciemnozielony) i filamenty aktynowe oraz posrednie
(nespryny, brazowy). Nespryny zapewniaja rowniez taczno$¢ z wnetrzem jadra za posrednictwem oddziatywan z biatkami posiadajgcymi domene SUN (jasnozotty).
Schemat przedstawia wybrane oddziatywania pomiedzy biatkami zwiazanymi z otoczka jadrowa. Emeryna oddziatujaca z laminami A/C (pomaraficzowy), MANI
(niebieski) wigza sie z biatkiem BAF (z6tty) i odgrywajg role w organizacji chromatyny. Oddziatujace z laming B (purpurowy) biatko LAP2P (fioletowy) oraz wigzace
BAF i HP1 (seledynowy) biatko LBR (jaskrawozielony) tworza miejsce zakotwiczenia dla heterochromatyny. LAP2p wiaze réwniez deacetylaze histonéw HDAC3 (biaty),
ktéra bierze udziat w formowaniu heterochromatyny. Nukleoplazmatyczne kompleksy lamin A/C i LAP2a (czerwony) wigzg sie z biatkami BAF i retinoblastoma Rb
(jasnozielony), dzieki czemu wptywaja na organizacje chromatyny oraz $ciezki przekazywania sygnatu E2F/Rb (czarny). LAP2p moze réwniez mie¢ udziat w Sciezce Rb
poprzez oddziatywanie z czynnikiem GCL (szary). Emeryna wiaze sie z czynnikami transkrypcji GCL, Btf (rézowy) oraz Lmo7 (jasnopomarariczowy), LAP2(3 z GCL a
BAF z biatkiem Crx (granatowy). Biatka te moga bra¢ udziat w regulacji ekspresji genéw. MANI i jest zaangazowane w $ciezke przekazywania sygnatéw TGF(3 dzigki
oddziatywaniu z biatkami rodziny Smad (jasnoszary). Emeryna z kolei wptywa na aktywnos$¢ transkrypcyjng |3-kateniny (bezowy). Szczegétowy opis wymienionych
oddziatywan znajduje si¢ w tekscie.
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30-50 nm oraz blaszki jagdrowej (NL, ang. nuclear lamina).
Zewnetrzna btona jadrowa zachowuje ciggto$¢ z siateczka
$rédplazmatyczng (ER, ang. endoplasmatic reticulum), z ktéra
jest funkcjonalnie spokrewniona. Przestrzen perinuklearna
stanowi swoiste przedtuzenie przestrzeni utworzonej przez
btony siateczki [4],

W jadrze znajduja sie rédzne przedzialy (ciatka jadrowe)
utworzone, w przeciwienstwie do cytoplazmy, bez wyko-
rzystania granic w postaci bton. Rejony te sg obszarami,
gdzie zachodzg wyspecjalizowane procesy. Przykiadowo:
caty ztozony proces produkcji podjednostek rybosomalnych
ma miejsce w jaderku, w splajsosomach (ang. spliceosome)
zachodzg procesy dojrzewania, obrobki i sktadania mRNA,
a ciatka Cajala (ang. Cajal bodies) odpowiadajg za wiekszos¢
proceséw dojrzewania jaderkowych ijadrowych matych ry-
bonukleoprotein (snoRNPs, ang. small nucleolar ribonucleo-
proteins; snRNPs, ang. small nuclear ribonucleoproteins) [5],

W jadrze komdérkowym znajduje sie chromatyna w cha-
rakterystycznej dla danego typu komorek i fazy cyklu ko-
morkowego organizacji przestrzennej i stopniu upakowa-
nia. Chromatyna wystepuje w dwoch postaciach: ,,otwar-
tej" (zdekondensowanej, euchromatyna) i ,zamknietej"
(skondensowanej, heterochromatyna) Réznig sie od siebie
zwykle lokalizacjg wzgledem otoczki jadrowej, a z pewno-
Scig sktadem biatkowym, modyfikacjami potranslacyjny-
mi histonéw, poziomem metylacji DNA czy dostepem do
czynnikéw jadrowych, takich jak regulatory transkrypcji i
sktadniki maszynerii replikacyjnej [5]. Procesy odpowie-
dzialne za utrzymywanie chromatyny w jednej z tych form
spetniaja w jadrze znaczace funkcje regulatorowe.

OTOCZKA JADROWA I JADROWE KOMPLEKSY POROWE

Otoczka jadrowa to struktura, ktéra tworzy obszar sty-
ku pomiedzy nukleoplazma a cytoplazma (Rye. 1). Jest
ona niezbedna do utrzymania biochemicznej tozsamo-
§ci kazdego z tych przedziatow. Otoczka sktada sie ze
wspomnianych juz bton jadrowych, z ktérymi oddziatuje
szereg biatek. Obie btony jadrowe #gczg sie ze sobg two-
rzac wraz z jadrowymi kompleksami porowymi (NPC,
ang. nuclear pore complex) pierScieniowate, wodne kanaty
zapewniajgce kontakt pomiedzy nukleoplazmg a cyto-
plazma. Jadrowe kompleksy porowe regulujg transport
makromolekut w poprzek btony jadrowej. U kregowcow
w pojedynczym jadrze kompleksy porowe wystepujg w
liczbie kilku tysiecy. Transport jadrowy jest procesem
skomplikowanym, w ktérym uczestniczy liczna rodzina
receptoréw nazywanych, w przypadku drozdzy kariofe-
rynami, a w przypadku ssakéw importynami i ekspor-
tynami [6]. Schemat budowy kompleks6w porowych jest
zachowany w ewolucji, mimo, ze u réznych gatunkoéw
moga wystepowac znaczne roznice w ich rozmiarach. U
ssakow masa kompleksu porowego wynosi okoto 60-125
MDa, u drozdzy okoto 40-60 MDa. Kazdy kompleks zto-
zony jest z ponad 30 rédznych biatek nazywanych nukle-
oporynami (nup). Czasteczki globularne o masie powyzej
40 kDa sg transportowane poprzez kompleksy w sposdb
aktywny. Kanat centralny poru wypetniony jest nukle-
oporynami bogatymi w powtdrzenia fenyloalaninowo-
glicynowe (ang. FG repeats), ktére tworzg niesfatdowane
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domeny biorgce udziat w transporcie wraz z receptorami
transportowymi [7], Po podziale komoérkowym jadro-
we kompleksy porowe sg odtwarzane. Proces sktadania
rozpoczyna sie od asocjacji nukleoporyn stanowigcych
gtéwny zrab catego kompleksu (Nupl07-Nupl60) z
chromatyna, po ktdrej nastepuje rekrutacja pozostatych
sktadnikow, w pierwszej kolejnosci Nupl53 i Nup50.
W ten sposdb powstaje struktura nazywana pre-porem,
ktéra stanowi platforme dla pozostatych nukleoporyn
[8], Zachowana w ewolucji glikoproteina gp 210, trans-
btonowy sktadnik NPC, wykrywana jest na peryferiach
jadra w poznej telofazie/GIl. Badania z zastosowaniem
organizmoéw modelowych Xenopus laevis i C. elegans oraz
komoérek HelLa wskazujg, ze jest ona niezbedna do for-
mowania kompleksu porowego [9], Jednak ze wzgledu
na zréznicowang ekspresje zalezng od typu komdrek, nie
musi to by¢ reguig dla wszystkich kregowcoéw. Rozpad
komplekséw porowych przebiega szybciej niz proces
sktadania i nie w sposob polegajacy na prostym odwré-
ceniu kolejno$ci poszczeg6lnych etapéw. Nukleoporyny,
ktore wigzg sie z chromatyng jako pierwsze podczas od-
twarzania (Nupl07-Nupl60), sg uwalniane z kompleksu
przed nukleoporynami, ktérych wcielanie do pora naste-
puje p6zniej (Nupl53) [10],

CHARAKTERYSTYKA BIALEK TWORZACYCH
OTOCZKE JADROWA ORAZ ICH POWIAZAN

LAMINY

Istotnym sktadnikiem otoczki jadrowej jest blaszka ja-
drowa, struktura o grubosci 20-50 nm zasocjowana z we-
wnetrzng btong jadrowsa i chromatyna, w gtéwnej mierze
utworzona z lamin typu A i B. Jadro komérkowe, a w szcze-
gélnosci otoczka i blaszka jadrowa wraz z oddziatujagcymi z
nimi biatkami, odgrywaja role w utrzymywaniu odpornosci
komorki na stres mechaniczny. Przemawia za tym fakt, ze
mutacje w genach kodujgcych biatka szkieletu jgdrowego
takie jak laminy typu A i B, emeryna, LAP2, MANI, powo-
dujag choroby okreslane wsp6lnym mianem enwelopatii ob-
jawiajace sie m.in. obnizeniem sprezystosci niezbednej do
prawidtowej reakcji komérki na stres mechaniczny, zmia-
nami na drogach przekazywania sygnatu i regulacji ge-
néw [11]. Blaszka jadrowa odgrywa réwniez istotng role w
utrzymywaniu ksztaltu oraz rozmiaru jadra.

Laminy to biatka zaliczane do V grupy filamentow
posrednich. Laminy oddziatujg z licznymi biatkami we-
wnetrznej btony jadrowej oraz z chromatyng [12], Laminy
zbudowane sg wedtug wspolnego schematu: z usytuowang
centralnie domeng helikalng wyposazong w segmenty 1A,
IB, 2A i 2B przedzielone odcinkami tgcznikowymi, sasiadu-
ja dwie domeny globularne — zlokalizowang na N-koncu
biatka domeng gtowowa oraz znajdujaca sie w czesci C-
koncowej, zaopatrzong w tzw. sygnat lokalizacji jadrowej
(NLS) domeng ogonowg. W odrdznieniu od filamentéw po-
$rednich innych grup, charakterystycznych dla cytoplazmy,
laminy posiadajg nieco krotszg N-kofcowg domene gtowo-
wg oraz dodatkowe 42 reszty aminokwasowe w segmencie
IB. W komdrkach eukariotycznych wyr6zniamy dwa typy
lamin, laminy typu A/C oraz laminy typu B. Laminy typu
A sa syntetyzowane w komarkach réznicujgcych sie, pod-
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czas gdy laminy typu B wystepuja we wszystkich typach
komorek zaré6wno u organizmow dorostych, jak i w rozwo-
ju zarodkowym [4],

Laminy A i B we fragmencie C-koncowym majg motyw
CaaX, (gdzie C jest resztg cysteiny, a to reszta aminokwa-
su alifatycznego, za$ X to reszta dowolnego aminokwasu
hydrofobowego) funkcjonujacy jako akceptor farnezylo-
wy. Modyfikacja ta jest przeprowadzana przez transferaze
farnezylowa, zachodzi na reszcie cysteiny i dotyczy nowo
zsyntetyzowanych lamin. Farnezylacja jest wymagana do
wbudowywania w interfazowg blaszke jadrowa nowo zsyn-
tetyzowanych lamin. U lamin typu B modyfikacja ta jest stata,
natomiast laminy typu A tracg farnezylowy ogon w wyniku
proteolizy przeprowadzanej przez, zintegrowang z btong ja-
drowg proteinaze ZmpSte24/FACEI, ktérej podlega ich C-
koniec. Laminy C nie sag famezylowane [4],

Laminy tworzg struktury wyzszego rzedu. Pierwszym
etapem jest powstanie dimeru ztozonego z oplecionych
wokot siebie podjednostek. Rejon odpowiedzialny za dime-
ryzacje znajduje sie w centralnej, a-helikalnej cze$ci biatka.
Dimery t3czg sie ze sobg za pomoca potgczen typu ,,gtowa-
do-ogona" tworzac polarny protofilament. Kolejnym kro-
kiem polimeryzacji jest r6wnolegta agregacja podjednostek
laminowych w grube filamenty, ktore tworzg sie¢ parakry-
staliczng [12].

W komérkach ssakdéw wystepujg dwa podstawowe typy
lamin A —lamina A i C kodowane przez jeden gen LMNA.
Somatyczne komorki ssakow zawierajg takze dwa typy lamin
B — lamine Bl i lamine B2, kodowane przez geny LMNB1 i
LMNB2, odpowiednio. U Drosophila melanogaster zidentyfi-
kowano dwa geny kodujace laminy: Dm i C, ktdre moga by¢
uznane za funkcjonalne homologi odpowiednio lamin typu B
i A u kregowcow. Potranslacyjnie modyfikowane formy lami-
ny Dm sg u Drosophila gtbwnym komponentem blaszki jadro-
wej i majg zdolno$¢ bezposredniego wigzania chromatyny in
vivo. Lamina C nie posiada tej zdolnosci [13], Ponadto dobrze
rOwniez poznano laminy u zaby szponiastej (Xenopus laevis).
Lamina B3 jest najpowszechniej wystepujacg laming w jadrach
oocytdw Xenopus i ulega stalej syntezie podczas oogenezy.
Charakterystyczne dla komorek somatycznych laminy Bl i B2
spotykane sg w oocytach ina wczesnych etapach embriogene-
zy jedynie w ilosciach $ladowych [14]. Laminy typu B ulegaja
statej syntezie, co sugeruje konieczno$é ich wystepowania w
komérce. Gen kodujacy lamine Bl u myszy jest niezbedny do
rozwoju prawidtowych embrionéw [15]. Laminy typu A sg
syntetyzowane w dorostych, réznicujacych sie komdrkach, nie
wystepuja na wczesnych etapach embriogenezy.

Laminy typu A wigzg sie z wieloma regulatorami trans-
krypcji, posrdd ktérych wymieni¢ mozna biatko retinobla-
stoma (Rb), biatko wigzace sterolowy element regulacyjny
1 (SREBP1), c-Fos, MOK2, BAF. Dzigki temu laminy A sg
zaangazowane w wiele proceséw wptywajgcych na akty-
wacje, hamowanie i przebieg transkrypcji [16].

Sie¢ utworzona z lamin zapewnia jagdru komdrkowemu
sztywno$¢ m.in. dzieki oddziatywaniom z kilkoma biatka-
mi, takimi jak emeryna i aktyna jagdrowa. Biatka te odgry-
waja role stabilizujgcg laminowe rusztowanie i uczestniczg

Postepy Biochemii 56 (4) 2010

w odpowiedzi na stres mechaniczny wywotany kurczeniem
komaérki [17]. Potaczenie aktyny ibiatka 4.1 (ktérego funkcjg
jest tgczenie mikrofilamentow i krotkich filamentow akty-
nowych z btong) z laminami typu A/C i B oraz z emeryng
sugeruje mozliwo$¢ udziatu aktyny jadrowej w organizacji
nukleoszkieletu [18].

Laminy wystepujg takze w nukleoplazmie, ciatkach ja-
drowych i tubularnych inwaginacjach otoczki jadrowej,
gdzie moga odgrywac role regulatorowag w replikacji i
transkrypcji DNA oraz spetnia¢ funkcje strukturalne [16],
Laminy towarzyszg tez strukturom tubularnych inwagina-
cji bton otoczki jadrowej do wnetrza jadra komérkowego
okreslanych przez niektérych autoréw nazwag NER (ang.
nuclear envelope/endoplasmic reticulum). Nadprodukcja lamin
typu B oraz ich fragmentéw C-koncowych (podlegajacych
farnezylacji), jak réwniez niektérych biatek integralnych
INM, prowadzi do formowania sie duzej liczby znacznie
rozbudowanych struktur tego typu [19],

INTEGRALNE BIALKA OTOCZKI
JADROWEJ ORAZ ICH PARTNERZY

Liczng grupe biatek zwigzanych z otoczkg i blaszky ja-
drowg stanowig biatka z domeng LEM. Pierwszymi ziden-
tyfikowanymi biatkami posiadajgcymi domene LEM byty
integralne biatka wewnetrznej btony otoczki jadrowej w
komorkach cztowieka: LAP2, Emeryna i MANI. Stad tez
nazwa tej domeny. Domena LEM jest odpowiedzialna za
oddziatywania typu biatko - biatko. Oddziatuje z biatkiem
BAF (ang. barier-to-autointegration factor), ktére wigzac sie z
nagim DNA formuje struktury wyzszego rzedu. Pomimo
sporych rozhieznosci w sekwencjach reszt aminokwaso-
wych domen LEM réznych biatek, ich struktura trzeciorze-
dowa jest identyczna [20].

BAF jest waznym, zachowanym w ewolucji i matym
biatkiem o masie okoto 10 kDa, wystepujagcym u wszyst-
kich tkankowcow. Wigze sie bezposrednio z dwuniciowym
DNA, jadrowymi biatkami posiadajgcymi domene LEM, la-
minami typu A iaktywatorami transkrypcji, takimi jak Crx.
BAF wzmacnia oddziatywania pomiedzy emeryng i lami-
ng A [21], Przypuszcza sie, ze BAF odgrywa strukturalng
role w procesie sktadania jadra komdrkowego i organizacji
chromatyny oraz bierze udziat w hamowaniu ekspresji ge-
now [22]. Doswiadczenia polegajace na wyciszaniu biatka
BAF u Caenorhahditis elegans za pomoca siRNA dowiodty, ze
jest ono zaangazowane w proces segregacji chromosomow
i odtwarzania otoczki jagdrowej [23]. W telofazie, podczas
odtwarzania otoczki jadrowej, kiedy btony jadrowe tgczg
sie z powierzchnig chromosoméw, BAF, emeryna oraz
LAP2a lokalizujg sie w tzw. rejonie rdzeniowym (ang. core
region) telofazowych chromosoméw. Rejon ten petni nie-
znang funkcje. Przypuszcza si¢ jednak, ze jest on miejscem
oddziatywania pomiedzy telomerami i odtwarzajgcg sie
otoczka jadrowg. Mutacja biatka BAF pozbawiajaca je zdol-
nosci wigzania DNA lub biatek z domeng LEM jest letalna,
podczas mitozy blokuje rekrutacje emeryny, LAP2(3, laminy
A oraz otoczki jadrowej do rejonu korowego. Nie wptywa
natomiast na sktadanie lamin B [24].

LAP (ang. lamina associated polypeptide) to grupa integral-
nych biatek btonowych. Biatka LAP1 posiadajg pojedyncza
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domene transbtonowg usytuowang w poblizu C-koAca.
Trzy izoformy biatka LAP1: A, B i C, sg produktami tego
samego genu. Potwierdzono oddziatywania in vitro pomie-
dzy LAP1A i LAP1B a laminami A, C i Bl [25]. Obecnos¢
biatek z rodziny LAP2 odnotowano dotychczas tylko u kre-
gowcdw. U cztowieka opisano trzy izoformy: a (75 kDa), p
(51 kDa) iy (39 kDa). U ssakéw wystepuje co najmniej sze$é
izoform:a, p,y, 5 £i Wiekszos$¢ izoform biatka LAP2 ma
podobny schemat budowy, w ktérym mozna wyrézni¢ N-
koncowg domene nukleoplazmatyczng (o0 zmiennej wielko-
§ci), sygnat lokalizacji jadrowej, domene transbtonowg (wy-
jatek stanowig izoformy a i Q i krétki odcinek C-konicowy
usytuowany w przestrzeni periplazmatycznej. We fragmen-
cie N-koncowym wszystkich biatek LAP wystepuje odpo-
wiedzialna za wigzanie z biatkiem BAF domena LEM, ktora
tworzg reszty aminokwasowe od 111 do 152 oraz domena
LEM podobna (ang. LEM-like), usytuowana pomiedzy resz-
tami aminokwasowymi 1-85, biorgca udziat w asocjacji z
DNA i chromosomami w sposdb bezposredni. Trzy izofor-
my £,6iysgbardzo podobne, pod wzgledem strukturalnym
do najwiekszej izoformy p. Pozbawione sg jedynie krotkich,
nukleoplazmatycznych odcinkéw o dtugos$ci odpowiednio
40, 721109 reszt aminokwasowych. Izoforma " ma 219 reszt
aminokwasowych domeny N-koncowej podobnie jak wigk-
si cztonkowie rodziny (p, £ 6 iy), a takze posiada 5 dodatko-
wych reszt aminokwasowych w czesci C-koncowej. Analiza
sekwencji poszczeg6lnych izoform pozwala przypuszczac,
ze LAP2e i LAP20, ktére majg zachowany w ewolucji rejon
odpowiedzialny za oddziatywanie z laminami, sg w stanie
faczy¢ sie stabilnie z blaszka jadrowga, podczas gdy LAP2y i
LAP2e u ktorych rejon ten jest niekompletny lub nie wyste-
puje wcale, nie maja takiej mozliwosci [26].

LAP2a rézni sie pod wzgledem budowy i funkcji od po-
zostatych biatek z rodziny LAP. Posiada unikatowy rejon
C-koncowy ztozony z 506 reszt aminokwasowych. Rejon
ten nie ma domeny transbtonowej, czego konsekwencjg
jest nukleoplazmatyczna lokalizacja biatka LAP2a. Z po-
zostatymi izoformami dzieli wspdlny, zbudowany z 187
reszt aminokwasowych N-koniec [26]. LAP2a wigze sie z
chromosomami za posrednictwem a-specyficznej dome-
ny ulokowanej w rejonie C-koncowym biatka. Wiazanie
z chromosomami podlega regulacji w sposdéb zalezny od
fosforylacji [27], LAP2a oddziatuje rejonem C-koncowym
z C-koncem lamin typu A/C tworzac stabilne kompleksy.
Mutacje w genie kodujgcym laminy A/C prowadzace do
tworzenia przez nie agregatdw sprawiajg, ze dystrybucja
LAP2a ulega zmianie [28]. LAP2a wraz z laminami typu
A/C odpowiada za lokalizacje i fosforylacje biatka reti-
noblastoma (Rb) oraz utrzymywanie komoérek w stanie
proliferujagcym. Kompleksy ztozone z lamin A/C i biatka
LAP2a sag wymagane do zatrzymania Rb w nukleopla-
zmie, co z kolei ma prowadzi¢ do prawidtowej regulacji
jego funkcji przez fosfatazy i kinazy zalezne od cyklin [29].
We wczesnej fazie cyklu komérkowego (Ga) ufosforylowa-
ne biatko Rb lokalizuje sie w jadrze komo6rkowym, gdzie
wigze czynnik transkrypcyjny E2F-1, ktory jest aktywa-
torem ekspresji gendw odpowiedzialnych za przejscie do
fazy S. W poznej fazie G] ufosforylowana w obszarze tzw.
kieszeni C forma Rb uwalnia E2F-1, ktéry aktywuje mie-
dzy innymi transkrypcje gendw polimeraz replikacyjnych,
co powoduje przejscie komarki do fazy S cyklu.
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W przeciwieAstwie do asocjacji LAP2a z laminami A, od-
dziatywanie z chromatyng jest requlowane przez mitotycz-
nie specyficzng fosforylacje miejsc zgrupowanych w rejonie
C-koncowym biatka. Fosforylacja jest niezbedna do oddyso-
cjowania biatka LAP2a od chromosomoéw podczas mitozy
[27], Wczedniejsze badania wykazaty, ze LAP2a podczas
metafazy lokalizuje sie w cytoplazmie, podczas gdy jego
asocjacja z chromosomami nastepuje tuz przed procesem
odtwarzania btony jadrowej [30], Przypuszcza sig, ze wcze-
sne wigzanie LAP2a do chromosoméw za pomocg domeny
wystepujacej w czesci C-koncowej biatka moze mie¢ znacze-
nie dla przebiegu odtwarzania jadra komdérkowego i moze
utatwi¢ kontakt biatka BAF, ktore wigze sie z N-koricowg
domeng LAP2a, z powierzchnig chromosomoéw. LAP2a for-
muje in vivo stabilne struktury wyzszego rzedu ztozone z
trzech czgsteczek biatka. Homotrimery powstajg dzieki od-
dziatywaniom pomiedzy rejonami usytuowanymi w czesci
C-koncowej biatka.

Doswiadczenia polegajagce na stabilnej syntezy specy-
ficznej dla izoformy a C-koncowej domeny obejmujacej
reszty aminokwasowe od 188 do 693 w komadrkach Hela,
pozwolity na identyfikacje kolejnych partneréw LAP2a,
ktorymi okazaty sie biatka nalezace do rodziny biatek szoku
cieplnego: Hsp70 i Hsc70. LAP2a oddziatuje z tymi partne-
rami w formie oligomerycznej. Ze wzgledu na aktywnos$é
Hsp70 jako biatka opiekuriczego, sugeruje sie jego udziat
w naprzemiennym formowaniu i rozpadzie kompleksow
biatkowych ztozonych z LAP2a, laminy A i Rb. Przypusz-
cza sie, ze oddziatywania pomiedzy LAP2a i Hsp70 moga
by¢ efektem mechanizmu odpowiadajacego na stres, pole-
gajacego na regulowaniu aktywnosci enzymatycznej przez
Hsp70, ktéry zapobiega zmianom w oligomerach LAP2a,
ktore z kolei mogtyby powodowac defekty w strukturze
chromatyny [31]. Biatko LAP2P oddziatuje z laminami typu
B oraz z chromatyng za pomocg rejonu usytuowanego w
czesci C-koncowej. LAP2(3 poza dwoma rejonami wigzacy-
mi DNA ichromosomy, wspolnymi dla wszystkich izoform
LAP2 - LEM i LEM-like, posiada réwniez dodatkowy odci-
nek oddziatujgcy z chromatyna, ulokowany w czesci specy-
ficznej dla tej izoformy [26], Stwierdzono réwniez, ze izo-
forma ta oddziatuje z zachowanym w ewolucji represorem
transkrypcji GCL (ang. Germ-Cell-les$). GCL wystepujacy w
komorkach ssakéw wigze z kolei heterodimer utworzony z
czynnika E2F-DP3, co powoduje zahamowanie jego aktyw-
nosci. LAP2(3 wywiera efekt represorowy na rézne czynniki
transkrypcyjne, m.in. p53, NF-kB i cztonkéw rodziny E2F
-DP. Ponadto oddziatuje i wspétwystepuje z deacetylazg
HDAC3 (ang. histone deacetylase 3), enzymem modyfiku-
jacym histony, ktérego aktywnos$é regulowana jest dzie-
ki oddziatywaniu ze zbudowanym z wielu podjednostek
kompleksem represorowym. Nadprodukcja biatka LAP2|3
powoduje deacetylacje histonu H4. Przypuszcza sie, ze za-
lezno$¢ pomiedzy HDAC3 a LAP2p moze doprowadzi¢ do
wyjasnienia zjawiska polegajacego na transkrypcyjnej bier-
nosci heterochromatyny ulokowanej na peryferiach jadra
komdrkowego, w poblizu otoczki jadrowej [32].

Wydaje sie, ze biatko LAP2p jest bezposSrednio zaanga-
zowane w dynamike otoczki jadrowej. Stwierdzono, ze od-

dziatywanie pomiedzy nim a blaszkg jadrowg sg wymaga-
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ne do wzrostu objetosci jadra podczas odtwarzania otoczki
pod koniec mitozy. DoSwiadczenia z zastosowaniem tech-
niki odtwarzania jader komaérkowych in vitro wykazaty,
ze N-koncowy, zachowany w ewolucji rejon LAP2(3 oraz
biatko BAF sg niezbedne do zakotwiczania chromatyny w
btonie jadrowej i odtwarzania blaszki [33].

U dorostych osobnikéw Xenopus laevis syntetyzowana
jest tylko jedna izoforma biatka XLAP2 —izoforma (3 kté-
ra wykazuje silne podobienstwo do swojego odpowiednika
wystepujacego u ssakéw. Dotychczas udato sie sklonowac i
potwierdzi¢ wystepowanie trzech wariantow XLAP2. Poza
wspomnianym polipeptydem o masie 66 kDa (XLAP2(3),
dwa biatka o masach 86 kDa (XLAP2co) i 40 kDa (XLAP2y)
odnaleziono w oocytach ijajach oraz na wczesnych etapach
embriogenezy [34], XLAP2 oddziatuje rdwniez z czynnikiem
TPX2, ktory jest zaangazowany w formowanie wrzeciona
mitotycznego. TPX2 oddziatuje z mikrotubulami. Podczas
interfazy zlokalizowany jest w jadrze komoérkowym, a w
mitozie wystepuje gtdwnie na biegunach wrzeciona podzia-
towego. Usuniecie czynnika TPX2 z modelowego ekstraktu
uzyskanego z jaj Xenopus laevis koniecznego do odtwarza-
nia jadra in vitro powodowato, ze nowo formowane jadra,
w pordwnaniu z kontrolnymi, miaty znacznie mniejsze roz-
miary (osiggaly zaledwie jedng pigta normalnej wielkosci).
Usuniecie TPX nie miato wptywu na transport jadrowy,
selektywng przepuszczalno$¢ jadra i replikacje DNA. W
jadrach pozbawionych TPX2 odnotowano nieprawidtowg
lokalizacje biatka XLAP2 przejawiajacg sie obnizeniem jego
zawartosci w otoczce jadrowej. Wyniki tych badan sugeru-
ja, ze oddziatywania XLAP2-TPX2 odgrywaja wazna role w
procesie odtwarzania otoczki jadrowej [35],

LAP2” jest najmniejszg izoformg biatek z rodziny LAP2 u
ssakow i jako jedyna izoforma wystepuje zaréwno na tere-
nie jadra, jak i w cytoplazmie. Po raz pierwszy zostata sklo-
nowana u myszy. LAP2”jest skrocong wersjg biatka LAP2p.
Majg one wspdlny, N-koricowy odcinek zawierajacy dome-
ne LEM, jednak w LAP2" domena LEM nie zawiera miejsca
oddziatywania z laminami i sygnatu lokalizacji jadrowej.
Badania przeprowadzone w ostatnich latach dowiodty, ze
biatko LAP2e cztowieka oddziatuje z biatkiem BAF, wska-
zujac tym samym dotychczas jedynego zidentyfikowanego
cytoplazmatycznego partnera dla tego ostatniego [36]. Nad-
produkcja LAP2e prowadzi do zmniejszenia puli jadrowe-
go BAF iniewielkiego wzrostu aktywnosci transkrypcyjnej
réznych czynnikéw transkrypcyjnych. Natomiast jedno-
czesna synteza LAP2" z izoformg LAP2|3 lub jej partnerem
deacetylazg histonowg HDAC3 prowadzi do zahamowa-
nia hamujacej aktywnosci tych dwoch biatek. Wyniki tych
doswiadczen sugerujg udziat izoformy ~ w regulacji trans-
krypcji polegajacy na hamowaniu represyjnej aktywnosci
LAP2p, prawdopodobnie w wyniku manipulacji lokalizacjg
biatka BAF [36],

Emeryna jest integralnym biatkiem btonowym o masie
34 kDa i posiada zdolno$¢ wigzania wszystkich lamin typu
A/C. Podobnie jak kazdy przedstawiciel rodziny biatek z
domeng LEM, emeryna oddziatuje z biatkiem BAF. Domena
LEM wydaje sie by¢ jedynym rejonem emeryny, ktory cha-
rakteryzuje sie stabilng, globularng strukturg. Wyttumacze-
niem tego faktu moze by¢ hipoteza, wedtug ktérej, emeryna
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jest strukturalnie bardzo elastycznym biatkiem i dopiero
oddziatywanie z konkretnymi partnerami wymusza na niej
przyjecie okreslonej konfiguracji przestrzennej [37], Emery-
na pomaga w utrzymaniu mechanicznej integralnosci jadra
komoérkowego i oddziatuje z Lmo7 (ang. Lim-domain only
7), ktory jest regulatorem transkrypcji wielu genéw ulega-
jacych specyficznej ekspresji w tkankach miesniowych. Za-
rowno kontrola syntezy emeryny jak i Lmo7 sg ze sobg po-
wigzane na zasadzie $cistego sprzezenia zwrotnego. Lmo7
kontroluje ekspresje genu emeryny, ktéra z kolei ostabia
jego aktywnos$¢ [38],

Innym partnerem emeryny jest biatko Btf, ktére funkcjo-
nuje jako represor transkrypcji i moze indukowac¢ $mierc
komorki poprzez hamowanie syntezy antyapoptotycznych
biatek z rodziny bcl-2 [39], Najnowsze odkrycia dowodza,
ze emeryna oddziatuje z waznym biatkiem bedacym ko-
aktywatorem transkrypcji — (3-katening. Oddziatywania
zachodzg dzieki zachowanej w ewolucji domenie podob-
nej do APC (ang. adenomatous polyposis coli-like domain).
Mutanty emeryny pozbawione tej domeny nie sg w Stanie
powstrzymac naptywu p-kateniny do jadra komorkowego,
co prowadzi do nadmiernej proliferacji komorek. Zjawisko
to moze poméc w wyjasnieniu przyczyny powstawania
zwitdknien w tkankach miesni szkieletowych i sercowych
u pacjentéow z dystrofiag miesniowa Emery'ego-Dreifussa, u
ktérych zaobserwowano nadmierng akumulacje p-kateniny
w jadrach fibroblastéw [40], Podobnie emeryna w kom-
pleksie z laming A wptywa poprzez szlak sygnalizacyjny
Wnt/p-katenina na rdznicowanie mezenchymalnych ko-
morek macierzystych w kierunku adipocytow [41]. Myszy
pozbawione emeryny wykazuja zaburzenia sygnalizacji
zachodzacej przy udziale Rbl, E2F oraz Myo-D w czasie
réznicowania tkanki miesniowej, a takze charakteryzuja sie
nadmierng ekspresjag genow zaleznych od wcze$niej wy-
mienionych czynnikdw [42],

Emeryna oraz laminy oddziatujg z LUMA, zachowanym
w ewolucji biatkiem, rozciggajacym sie w poprzek otoczki
jadrowej od nukleoplazmy do cytoplazmy. Biatko to po-
siada 4 domeny transbtonowe, duzy obszar hydrofilowy w
obszarze perinuklearnym btony. Moze ono petni¢ funkcje
w pozycjonowaniu emeryny wzgledem otoczki jadrowej i
cytoszkieletu oraz stanowi¢ dodatkowy #gcznik pomiedzy
szkieletem jadrowym a cytoszkieletem [43]. Emeryna wigze
sie takze z tubuling. Wigzanie to jest niezbedne w kotwi-
czeniu centrosomu w poblizu zewnetrznej btony jadrowej.
Miejsce oddziatywania z tubuling usytuowane jest w rejo-
nie N-koncowym biatka, pomiedzy resztami aminokwa-
sowymi 1 a 176. Emeryna odpowiedzialna za kotwiczenie
centrosomu do btony zewnetrznej sama jest w niej zakotwi-
czona [3].

Emeryna wigze sie z innym biatkiem integralnym btony
jadrowej - nespryna-la, ktéra tworzy homodimery oddzia-
tujgce rowniez z laming A. Nespryna-la asocjuje z emery-
na najsilniej sposrod jej wszystkich znanych partneréw, co
moze Swiadczy¢ o jej udziale w kotwiczeniu emeryny w
btonie jadrowej [44], Kolejnym z licznych partneréw eme-
ryny jest aktyna. Badania przeprowadzone na mioblastach
sugerujg, ze oddziatywania pomiedzy aktyng i emeryng
sg regulowane poprzez fosforylacje, ktéra kieruje kom-
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pleks utworzony z kinazy A, biatka kotwiczgcego kinaze A
(AKAP149) i fosfatazy 1 (PP1) [45],

W ostatnich latach potwierdzono réwniez wystepowa-
nie emeryny u Xenopus laevis. Dotychczas zostaty zidenty-
fikowane dwa homologii emeryny ssakéw: Xemerynal i
Xemeryna2, ktére dzielg z nig N-koAcowg domene LEM i
C-koncowa domene transbtonowg. Obydwa homologi maja
masg okoto 24 kDa, r6znig sie natomiast wartosciami punk-
tu izoelektrycznego. Nie odnotowano obecno$ci zadnego
z nowoodkrytych biatek w oocytach oraz na wczesnych
etapach embriogenezy. Synteza Xemeryny rozpoczyna sie
dopiero na etapie stadium 43 i utrzymuje sie w dorostych
komorkach somatycznych [46], W oocytach, embrionach
oraz linii komérkowej wyprowadzonej ze stadium kijanki
(XTC) wystepuje biatko integralne INM o masie czasteczko-
wej 36 kDa rozpoznawane przeciwciatami skierowanemu
przeciwko domenie LEM i LEM-podobng LAP2 ssakow. W
wyniku zastosowania metody frakcjonowania biatko znaj-
dowane jest we frakcji zawierajagcej pecherzyki mitotyczne
btony jadrowej NEP-B, a analiza metodg spektroskopii ma-
sowej wskazuje na podobieAstwo Xemeryny do emeryny
cztowieka (Rzepecki i Hutchison, dane nieopublikowane)

[47].

MANI jest biatkiem niezbednym na wczesnych etapach
rozwoju, oddziatujacym z laminami w sposéb podobny do
emeryny. MANI cztowieka zostat zidentyfikowany jako jeden
z trzech antygendw rozpoznawanych przez przeciwciata uzy-
skane od pacjentow z chorobg naczyn krwiono$nych zwigzang
z kolagenem. Biatko MANI cztowieka charakteryzuje sie masg
okoto 80 kDa, a jego domena nukleoplazmatyczna zbudowa-
na jest z 470 reszt aminikwasowych. MANI poza usytuowa-
na w czesci N-koricowej domeng LEM posiada réwniez dwie
domeny transbtonowe. Badania polegajgce na wyciszeniu
genu kodujacego biatko Ce-MANI (ontologu biatka MANI u
C. elegans) wykazaty, ze wraz z emeryng jest ono niezbedne w
segregacji chromosomoéw i podziale komérki [48]. MANI od-
grywa istotng role w angiogenezie dziatajac jako ulokowany w
wewnetrznej btonie jadrowej ,,punkt kontrolny" modulujacy
aktywnosc¢ Sciezki przekazywania sygnatu TGFp poprzez od-
dziatywanie z czynnikami transkrypcyjnymi z rodziny Smad
[49]. Biatko dMANI wystepuje takze u Drosophila melanogaster.
Jego struktura i topologia jest taka sama jak u jego odpowied-
nikéw pochodzacych z kregowcdéw. dMANI oddziatuje z od-
powiednikami lamin typu A i B oraz czynnikami z rodziny
R-Smad. Wyciszenie genu kodujacego biatko dMANI powo-
duje efekt letalny na wczesnych etapach embriogenezy. Udo-
wodniono réwniez, ze dMANI nie jest biatkiem niezbednym
do zachowania ksztattu i organizacji jadra oraz prawidtowego
przebiegu replikacji [50].

Badania prowadzone nad biatkiem XMAN1 z Xenopus
laevis wykazaty jego zdolnos$¢ do oddziatywania z czynni-
kiem transkrypcyjnym Smadl i zasugerowaty mozliwosé
udziatu w formowaniu uktadu nerwowego poprzez anta-
gonizowanie $ciezki przekazywania sygnatu biatek BMP
(ang. bone morphogenetic protein) [51]. Poniewaz biatko
MANI cztowieka wigze czynniki transkrypcyjne z rodziny
Smad, (Smadl, Smad2 i Smad3), przypuszcza sie, ze petni
ono podobng funkcje regulatorowg na drodze przekazywa-
nia sygnatu BMP [52],
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Innym specyficznym biatkiem wewnetrznej btony jadro-
wej jest p58, znane takze jako LBR (ang. lamin B receptor).
Biatko LBR zostato po raz pierwszy zidentyfikowane u
kregowcdw, a ostatnio potwierdzono jego wystepowanie u
Drosophila melanogaster. W przeciwienstwie do LBR pocho-
dzacego z kregowcow, dLBR w czesci nukleoplazmatycznej
nie zawiera dwoch domen globularnych [53]. LBR jest biat-
kiem oddziatujagcym z laminami typu B i w formie oligo-
merycznej odpowiada za kotwiczenie heterochromatyny do
btony jadrowej. Tworzy takze oddzielne mikrodomeny na
terenie otoczki jadrowej. Biatko to jest niezbedne w rozwoju
ptodowym, posiada osiem domen transbtonowych oraz pet-
ni funkcje enzymatyczng reduktazy sterolu, ktéra ma zna-
czenie w metabolizmie cholesterolu [54], Wigzanie LBR w
czasie cyklu komdrkowego podlega regulacji poprzez fosfo-
rylacje [55]. Asocjacja z chromatyna nastepuje za posrednic-
twem biatka HP1. Ponadto przypuszcza sie, ze wigzanie do
HP1 posredniczy w rekrutacji pecherzykéw mitotycznych,
w ktdrych znajduje sie LBR, do chromosoméw [56].

SZKIELET JADROWY A CYTOSZKIELET

U zwierzat tkankowych integralne biatka zewnetrznej
btony jadrowej posiadajgce domene KASH (np. nespryny)
tacza otoczke jadrowa z r6znymi elementami cytoszkieletu,
centrami organizacji mikrotubuli (MTOC, ang. microtubule
organizing center) i centrosomami. Z kolei w przestrzeni po-
miedzy btonami jagdrowymi biatka z domeng KASH oddzia-
tuja z biatkami wewnetrznej btony jadrowej zawierajgcymi
domene SUN, ktére taczg sie z elementami tworzacymi
blaszke jadrowa [58]. Oddziatywania pomiedzy biatkami z
domenami KASH i SUN zapewniajgce kontakt z cytoszkie-
letem, sg istotne dla utrzymania struktury jadra komaorko-
wego. Rozbicie tych oddziatywan prowadzi do przerostu
przestrzeni perinuklearnej [57],

Nespryny sg biatkami o duzej masie czasteczkowej od-
dziatujacymi z btong jadrowg. Dotychczas poznano trzy
typy nespryn: Syne-l/Myne-lI/Nespryna-l/Enaptyna,
Syne-2/Myne-2/Nespryna-2/NANCE i Nespryna-3 [58],
W oddziatywaniach nespryn z btong jadrowg posredniczy
ulokowana w czesci C-koricowej domena KASH (ang. Klar-
sicht/ANC-1/Syne-1 homology). Domena KASH zawiera rejon
transbtonowy niezbedny do zakotwiczenia nespryn w bto-
nie oraz maty, ztozony z nie wiecej niz 35 reszt aminokwa-
sowych rejon usytuowany w przestrzeni miedzybtonowej
[59], Niektére izoformy nespryn mogg sie przemieszczac
pomiedzy wewnetrzng i zewnetrzng btong jadrowg po-
przez jadrowe kompleksy porowe. lzoformy nespryny-1
i nespryny-2 sg zbyt duze, co wyklucza ich migracje, w
zwigzku z tym wystepuja jedynie na zewnetrznej btonie ja-
drowej [60]. Nespryny ulokowane po zewnetrznej stronie
jadra komorkowego majg wyeksponowany do cytoplazmy
rejon N-koncowy za posrednictwem, ktoérego oddziatujg z
mikrofilamentami i filamentami posrednimi. Oddziatywa-
nia te sg istotne dla migracji i prawidtowego zakotwiczenia
jadra wewnatrz komérki. W oddziatywaniach filamentéw
posrednich z réznymi elementami cytoszkieletu oraz z bto-
ng jadrowa, dzieki posrednictwu nespryn, udziat bierze
takze ptektyna [61]. Nespryny usytuowane po wewnetrznej
stronie btony jadrowej wigzg sie do lamin typu A/C oraz
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emeryny za pos$rednictwem tzw. powtdrzen spektryno-
wych usytuowanych w rejonie C-koricowym, dzieki czemu
sq Scisle potagczone z blaszka jadrowa [45].

Poza nesprynami w skiad kompleksu wigzgcego jadro
komoérkowe z cytoszkieletem wchodza, wigzace sie bezpo-
$rednio z laminami typu A/C, biatka z grupy SUN. Biatka
z tej grupy sg zasocjowane z biatkami wewnetrznej btony
jadrowej za pomoca rejonu C-koAcowego od strony prze-
strzeni perinuklearnej i za pomocg rejonu N-koricowego od
strony jadra. Rejon C-koncowy wyposazony jestw domene
SUN (ang. Sadl/UNC-84 homologue) [61]. W komdrkach czto-
wieka domena SUN nie odgrywa istotnej roli w wigzaniu
domeny KASH wystepujgcej w nesprynach. Oddziatywanie
pomiedzy tymi biatkami jest zapewnione dzigeki domenie
SD2 biatek SUN1. Biatka SUN odpowiadajg za prawidtowg
lokalizacje nespryn w otoczce jadrowej. Kompleksy formo-
wane przez biatka SUN i nespryny sa okreslane mianem
komplekséw LINC (ang. linker of the nucleoskeleton and the
cytoskeleton) [58].

REGULACJA SZKIELETU JADROWEGO | PROCESOW
JADROWYCH W CYKLU KOMORKOWYM

Cykl komérkowy moze by¢ podzielony na dwa zasadni-
cze etapy interfaze oraz mitoze. W interfazie mozna wyréz-
ni¢ trzy fazy: G1 (ang. gap/growth 1), S (ang. synthesi$) oraz
G2 (ang. gap/growth 2). Faza G1 trwa od zakornczenia mitozy
do poczatku fazy S, charakteryzuje sie wzrostem wielkosci
jadra oraz wzmozona syntezg enzymoéw potrzebnych do
przeprowadzenia replikacji DNA. Podczas fazy S nastepuje
podwojenie liczby chromosomoéw. Faza G2 bezpos$rednio
poprzedza mitoze i charakteryzuje sie wzmozong synteza
mikrotubul koniecznych do uformowania wrzeciona po-
dziatowego.

Mitoza ztozona jest z czterech gtdwnych etapow: profa-
zy, metafazy, anafazy itelofazy (Ryc. 2). Podczas profazy w
przestrzeni jagdra komérkowego rozpoczyna sie formowa-
nie wrzeciona mitotycznego. Ponadto nastepuje wéwczas

tromerowej kompleksu biatek — kinetochoru, oraz rozpad
otoczki jgdrowej. W metafazie mamy do czynienia z przyta-
czeniem mikrotubul do kKinetochoru iustawieniem chromo-
somoéw w ptaszczyznie rGwnikowej komorki —utworzenie
tzw. ptytki metafazowej. W momencie, w ktérym nastepuje
rozerwanie potaczen pomiedzy chromatydami siostrzanymi
rozpoczyna sie kolejna faza mitozy —anafaza. Przypuszcza
sie, ze za generowanie sit niezbednych do przemieszczania
chromatyd w strone przeciwlegtych centrosoméw odpo-
wiedzialne sg zjawiska skracania mikrotubul kinetochoro-
wych oraz wydtuzania mikrotubul tgczacych centrosomy.
Ostatnim etapem mitozy jest telofaza, w ktdérej nastepuje
kompletne odtworzenie otoczek jadrowych wokét chromo-
somoOw oraz ich dekondensacja. Proces powstawania komo-
rek potomnych konczy cytokineza, podczas ktorej nastepuje
podziat cytoplazmy i jej struktur pomiedzy nowopowstate
komorki [62],

Centrosomy w czasie cyklu komoérkowego podlegaja
zmianom, ktére sa regulowane przez fosforylacje i pro-
teolize. Zmiany te mozna podzieli¢ na cztery zasadnicze
etapy: duplikacja - majaca miejsce na przetomie faz G1/S,
dojrzewanie, odbywajace sie w fazie G2, rozdzielenie, za-
chodzace na przetomie faz G2/mitoza oraz dezorientacja,
do ktérej dochodzi po skofAczonym podziale, przy przej-
sciu do fazy GI. DoSwiadczenia przeprowadzone w ostat-
nich latach pozwolity na identyfikacje nowej funkcji jedne-
go z biatek otoczki jagdrowej —emeryny. Frakcja emeryny
zlokalizowana na zewnatrz jadra, dzieki bezposredniemu
oddziatywaniu z tubuling, jest zaangazowana w kotwicze-
nie centrosomow do zewnetrznej powierzchni jadra. Wy-
ciszenie ekspresji genu emeryny w komérkach cztowieka
powodowato btedng lokalizacje centrosomoéw, ktérych
potozenie ulegato znacznemu przesunieciu w stosunku do
powierzchni jadra [4],

Oddziatywania pomiedzy cytoszkieletem a otoczka ja-
drowg odgrywaja istotng role w przebiegu mitoz. W mito-
zie typu otwartego otoczka jgdrowa musi ulec rozpadowi,
ktory regulowany jest poprzez fosforylacje wielu jej sktad-

kondensacja chromosomoéw, formowanie w ich czesci cen- nikéw. Rozpad otoczki umozliwia dostep mikrotubuli

PROFAZA PROMETAFAZA METAFAZA ANAFAZA TELOFAZA

Rycina 2. DNA, pericentryna i mikrotubule w kolejnych stadiach mitozy. Komoérki HeLa barwiono na DNA (DAPI, niebieski) pericentryne (zielony) oraz p-tubuline
(czerwony). Zdjecia wykonano przy pomocy mikroskopu konfokalnego (Zeiss LSM 510 Meta). Profaza: rozpoczyna si¢ kondensacja chromosomoéw (przytaczenie do
ich czesci centromerowej kompleksu biatek - kinetochoru), formowanie wrzeciona kariokinetycznego i rozpad otoczki jadrowej (NEBD). Wiele biatek, w tym laminy,
ulega fosforylacji, ktéra zaburza oddziatywania pomiedzy nimi. Prometafaza: chromosomy taczg sie z mikrotubulami wrzeciona kariokinetycznego i sg przemieszczane
do ptaszczyzny réwnikowej komoérki. Metafaza: chromosomy uktadajg sie w ptaszczyznie réwnikowej i tworza tzw. ptytke metafazowa. Po dysocjacji otoczki jadrowej,
mikrotubule kinetochorowe oddziatujg z centromerami chromosoméw, taczac je obustronnie do wrzeciona podziatowego. Btony otoczki jadrowej ulegaja wcieleniu do
siateczki $réplazmatycznej. Rozpuszczalne biatka otoczki i blaszki jgdrowej sg rozmieszczone gtéwnie w cytoplazmie. Anafaza: nastepuje rozdzielenie chromatyd sio-
strzanych, powstajag chromosomy potomne, ktére wedruja do przeciwlegtych biegunéw komérki. Ich ruch jest powodowany prawdopodobnie skracaniem sie mikrotubul
kinetochorowych, a takze oddalaniem sie biegunéw od siebie. Sktadniki komplekséw poréw jadrowych i siateczki $§rédplazmatycznej sa kierowane do rozdzielonych
chromosomoéw, prawdopodobnie za sprawg defosforylacji biatek zaangazowanych w ten proces. Telofaza: na przeciwlegtych biegunach dekondensujg chromosomy
potomne, odtwarza sie wokét nich otoczka jadrowa, zachodzi cytokineza. Powstaja dwie komdrki potomne; btony odtwarzajg otoczke woko6t chromosomoéw, konczy sie
proces formowania komplekséw porowych.

Postepy Biochemii 56 (4) 2010 369



wrzeciona podziatlowego do chromosoméw. Po zakon-
czeniu segregacji nastepuje odtwarzanie otoczki jgdrowej
woko6t chromatyd siostrzanych. Rozpad btony jadrowej
jest jednym z elementow procesu okreslanego mianem de-
montazu otoczki jadrowej (NEBD, ang. nuclear envelope bre-
akdown). Przypuszcza sie, ze w komdrkach somatycznych
kregowcow sktadniki btony jadrowej ulegajg mniej lub bar-
dziej specyficznemu rozproszeniu w siateczce $srodplazma-
tycznej (ER) [63], Rozpad btony jadrowej jest wspomagany
przez mikrotubute astralne i zwigzang z zewnetrzna btong
jadrowa cytoplazmatyczng dyneine [64],

Badania przeprowadzone m.in. na embrionach Drosophi-
la melanogaster sugeruja, ze rozpad jadrowych kompleksdw
porowych jest poczagtkowym etapem NEB. Zdjecia jader w
gwattownie dzielgcych sie syncytiach Drosophila melano-
gaster uzyskane dzigki technice mikroskopii elektronowej
pokazujg utrate widkien cytoplazmatycznych komplekséw
porowych juz w profazie, podczas ktérej cata otoczka jadro-
wa jest jeszcze nietknieta [65].

Niektore badania sugeruja, ze elementy sktadowe btony
jadrowej w czasie mitozy tworzg odrebne przedziaty lub
domeny w obrebie ER (komaérki somatyczne) lub pozosta-
ja oddzielone od bton ER przybierajac forme pecherzykéw
mitotycznych (komorki rozrodcze). Ostatnie doniesienia
sugeruja, ze w rozpad otoczki jadrowej moga byé zaanga-
zowane sktadniki kompleksu COPI, ktére biorg udziat w
formowaniu pecherzykéw uczestniczacych w transporcie
komorkowym [66].

Proces odtwarzania otoczki jadrowej byt przedmiotem
wielu badar przeprowadzonych zaréwno na liniach ko-
morkowych ssakow, jak i na ekstraktach z jaj ptazéw. Do-
tychczas funkcjonowaty dwie hipotezy opisujgce odtwarza-
nie otoczki. Wedtug pierwszej z nich warunkiem koniecz-
nym do wigzania pecherzykéw btonowych Iub elementow
ER biorgcych udziat w odtwarzaniu bton jadrowych jest
wczesniejsza asocjacja z chromatyng biatek peryferycznych
takich jak laminy, czy skitadniki komplekséw porowych
[67], Drugi model zaktada, ze kierowanie pecherzykéw mi-
totycznych lub elementéw ER do chromosomoéw jest nieza-
lezne od lamin, a odtwarzanie poréw jadrowych i blaszki
nastepuje w drugiej kolejnosci [68],

W oparciu o ostatnie dane literaturowe mozna zapropo-
nowaé¢ nowy model odtwarzania struktury jagdra komor-
kowego po mitozie. Model ten moze by¢ szerzej zaakcep-
towany, gdyz zaktada wielotorowos$é i wspdtzaleznosé
elementéw tego procesu. Odtwarzanie otoczki jagdrowej
na dekondensujgcej sie chromatynie zalezy od co naj-
mniej dwéch komplekséw biatkowych zwigzanych z biat-
kami integralnymi INM. Jeden kompleks jest potagczony z
biatkiem LBR, laminami typu B oraz biatkami HP1-HP3.
Drugi, bardziej heterogenny kompleks jest oparty gtow-
nie o btonowe biatka z domeng LEM: emeryne iizoformy
biatka LAP2, laminy typu A oraz biatko BAF. Potwier-
dzeniem tego modelu moga by¢ wyniki opublikowane w
pracy o wptywie wyciszania i nadekspresji genow kodu-
jacych biatka szkieletu jagdrowego na odtwarzanie otocz-
ki jadrowej [69]. Laminy typu B mogtyby stanowi¢ trzeci
gtéowny szlak odtwarzania jadra komorkowego asocjujac
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bezposrednio z dekondensujaca chromatyng i nastepnie
rekrutujgc biatka z nimi oddziatujgce. Podczas mitozy za-
rowno laminy typu A jak i typu B podlegajg specyficznej
fosforylacji, ktéra umozliwia depolimeryzacje polimerédw
laminowych, a czasteczki lamin zostajg rozproszone w
komorce. Laminy typu A wystepuja w formie rozpusz-
czalnej, z kolei laminy typu B, ze wzgledu na obecno$¢
ogona farnezylowego, pozostaja czesSciowo zintegrowa-
ne z btonami ER (pecherzykami mitotycznymi). Frakcja
.btonowa" lamin typu B mogtaby réwniez uczestniczy¢
w odtwarzaniu btony jadrowej na powierzchni chroma-
tyny. Po zmianie wzoru fosforylacji i/lub uwolnieniu z
kompleksu z importynami a (przez RanGTP) w poblizu
centrosomu frakcja rozpuszczalnych lamin mogtaby aso-
cjowaé¢ z chromatynga, gdzie podlegataby polimeryzacji.
Tak uformowana sie¢ laminowa powodowataby unieru-
chomienie kolejnych biatek btonowych takich jak LBR,
LAP2, emeryna, MANI, LEM2, LUMA, nespryny, biatka
z domena SUN i KASH. Niezbednym elementem mode-
lu jest takze zestaw komplekséw biatkowych modyfiku-
jacych stan chromatyny i biatek szkieletu jadrowego po
mitozie, w tym fosfatazy PPla.

Wazng role w tym modelu ogrywataby struktura ma-
cierzy wrzeciona podziatowego formowana przez laminy
typu B przy udziale niektérych tzw. biatek - ,,pasazeréw"
chromosomow (ang. chromosomal passanger proteins). Lami-
na B bedac strukturalnym sktadnikiem macierzy wrzecio-
na mitotycznego moze odpowiada¢ za jego formowanie
regulujac dostepnos$¢ roznych czynnikéw majgcych klu-
czowe znaczenie dla tego procesu lub wptywaé na organi-
zacje przestrzenng skondensowanych chromosomoéw [1].
Takze sktadniki jadrowych komplekséw porowych sg za-
angazowane w przebieg mitozy. Nup358 jest sktadnikiem
krotkich filamentéw wchodzacych w skiad cytoplazma-
tycznej czesci kompleks6w porowych, podczas rozpadu
otoczki jadrowej przemieszcza sie do kinetochoru. Jego
brak powoduje btedy podczas formowania kinetochoru i
segregacji chromatyd. Ostatnie badania wykazaty, ze nie-
wielkie frakcje nukleoporyny Nup358 wystepujg w cyto-
plazmie, gdzie oddziatujg z interfazowymi mikrotubulami
oraz regulujg ich dynamike, co wskazuje na ich udziat w
organizacji cytoszkieletu [70].

Badania przeprowadzone ostatnio nad rolg BAF w proce-
sie mitozy pozwolity stwierdzi¢, ze jego zalezna od mikro-
tubul akumulacja w rdzeniowych rejonach chromosomoéw
telofazowych utatwia odtwarzanie jadra po podziale mi-
totycznym. Wyciszenie BAF prowadzito do zablokowania
akumulacji laminy A i emeryny w rdzennym rejonie chro-
mosomadw, co powodowato ich nieprawidtowga cytoplazma-
tyczng akumulacje, a w konsekwencji znaczne opéznienie
procesu odtwarzania otoczki jadrowej [2],

Rosngca liczba danych na temat udziatu réznych sktad-
nikéw otoczki jadrowej i biatek oddziatujagcych z nimi w
przebiegu mitozy pozwala na formutowanie przypuszczen
dotyczacych istotnego znaczenia zaréwno na poziomie
strukturalnym (jako sktadniki macierzy wrzeciona - lamina
B lub elementy pozycjonujace centrosomy - emeryna), jak i
funkcjonalnym (Nup358) w regulacji tego skomplikowane-
go procesu, jakim jest podziat jadra komoérkowego.
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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, MANI, 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 czynnikow wptywajacych na rozwoj steroidoopornosci
w etiopatogenezie astmy oskrzelowej o ciezkim przebiegu

STRESZCZENIE

stma oskrzelowa jest chorobg o wieloczynnikowej etiologii. Wspo6tczesne badania

potwierdzaja istotng role wielu genéw w etiopatogenezie astmy. Glikokortykoste-
roidy sg wysoce skutecznymi lekami stosowanymi w kontroli wielu choréb zapalnych,
m.in. astmy oskrzelowej. W astmie oskrzelowej wystepuja dwa gtéwne typy opornosci
na glikokortykosteroidy stosowane wziewnie i doustnie: typ-1 indukowany przez cyto-
kiny lub wrodzony oraz typ-2 obejmujacy uogélniong, pierwotng oporno$¢ na kortyzol,
ktéra dotyczy wszystkich tkanek i jest zwigzana z mutacja genu dla receptora glikokor-
tykosteroidowego h-GR/NR3CI lub genéw modulujacych jego funkcje. Istnieja przeko-
nujagce dowody naukowe, ze polimorfizmy genu receptora dla glikokortykosteroidéw
h-GR/NR3CI moga wptywaé na dziatanie, wrazliwo$¢ i odpowiedZ na GKS. Praca jest
holistyczng analizg roli czynnikéw determinujacych rozwdj steroidoopornosci w ciez-
kiej astmie oskrzelowej ze szczeg6lnym uwzglednieniem wptywu polimorfizméw genu
receptora dla glikokortykosteroidéw h-GCR/NR3CI| na powstawanie opornosci na GKS.

WPROWADZENIE

Astma oskrzelowa jest powaznym problemem zdrowotnym, spotecznym
i ekonomicznym. Liczbe chorych w skali Swiata szacuje sie na ponad 300 mi-
lionéw [1,2]. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) do roku 2025
zachoruje kolejne 100 min os6b [3]. Zapadalnos¢ na astme w zaleznosci od
szerokosci geograficznej waha od 1% do 18%. Najwyzsze wskazniki zapadal-
nosci na astme i choroby alergiczne stwierdza sie w krajach wysokorozwinie-
tych, takich jak Wielka Brytania, Szwecja, Finlandia, Australia, Nowa Zelan-
dia, Kanada [4]. Liczba zgon6w ws$rdod chorych na astme na $Swiecie wynosi
250 000 rocznie [1,2]. Jeden na 250 wszystkich zgon6ow na $wiecie spowodo-
wany jest astmg. Warto podkresli¢, ze zapadalno$¢ wydaje sie nie korelowac
ze Smiertelnoscig [1,2]. W Europie na astme choruje okoto 30 milionédw ludzi,
a w niektérych populacjach nawet do 40% oso6b [5], W Europie z powodu
astmy co godzine umiera cztowiek. WHO szacuje, ze co roku 15 milionéw
tzw. lat w zdrowiu (DALYs, ang. Disability Adjusted Life Years) jest traconych
z powodu astmy, co stanowi 1% obcigzen spowodowanych chorobami [1],

Silnym czynnikiem ryzyka rozwoju astmy i innych choréb alergicznych
jest atopia. Zmiany genetyczne nie moga by¢ jednak przyczyng epidemicz-
nego wzrostu wystepowania astmy na Swiecie. IloSciowe ijakoSciowe zmia-
ny genomu, ktore wptywaja na fenotyp catych populacji zachodza powoli, z
pokolenia na pokolenie, podczas gdy gwattowny wzrost wystepowania ast-
my dotyczy ostatnich 30 lat. Decydujgcg role w wyjasnieniu tego fenomenu
przypisuje sie szybko zmieniajgcym sie warunkom $rodowiska i stylowi zy-
cia. Wsérod czynnikéw odpowiedzialnych za wzrost czestosci wystepowania
astmy najczesciej wymienia sie procesy urbanizacji i industrializacji, wzrost
emisji zanieczyszczen powietrza, zmiany klimatyczne, jak rowniez zmiane
warunkow i stylu zycia oraz wzrost higieny [6].

Astma oskrzelowa rozwija sie pod wptywem czynnikéw, ktore zgodnie z
Raportem Swiatowej Strategii Rozpoznawania, Leczenia i Prewencji Astmy
(GINA, ang. The Global Initiative For Asthma), mozna podzieli¢ na powoduja-
ce rozw0j astmy i wyzwalajace jej objawy kliniczne. Do pierwszej kategorii
nalezg czynniki osobnicze (gtdwnie genetyczne), a do drugiej czynniki $ro-
dowiskowe, takie jak: alergeny, czynniki narazenia zawodowego o dziataniu
alergizujgcym, dym tytoniowy, zanieczyszczenie powietrza i dieta [7].

Sktadowa dziedziczna astmy oskrzelowej uwarunkowana jest poligenowo
[8,9]. W etiopatogeneze choroby zaangazowane sg geny warunkujgce zwiek-
szone wytwarzanie alergenowo swoistych przeciwciat klasy IgE (atopia),
nadreaktywnos$¢ oskrzeli, produkcje mediatorow reakcji zapalnej i wielkoSci
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populacji limfocytéw Thl i Th2 [10]. Nalezy podkreslic,
ze dotychczasowe wyniki poszukiwania genu lub gendéw
predyspozycji wystgpienia atopii lub astmy oskrzelowej
nie sg spojne, a badania naukowe nadal trwajg [7],

Oprocz gendéw predysponujacych do rozwoju astmy
oskrzelowej istniejg geny warunkujgce odpowiedz cho-
roby na leczenie. Wystepowanie wariantow genéw (po-
limorfizm) kodujacych receptor adrenergiczny — (2 [11],
receptor dla glikokortykosteroidéow (h-GCR/NR3CI) [12]
i modyfikujagcych odpowiedZ na terapie przeciwleuko-
trienowe [13] stanowi wazny czynnik ryzyka w etiopa-
togenezie astmy oraz odpowiedzi na leczenie [11,13-16].
Zdecydowanie ciezszy przebieg choroby jest wigzany z
polimorfizmem genu dla fk-adrenoreceptorow, szcze-
gb6lnie z obecnoscig reszty glicyny w pozycji 16 (Gly-
16). Homozygoty dla Gly-16 wykazujg odwrazliwienie i
zmniejszenie gestosci P2receptorow (ang. downregulation)
[16,17]. Wéréd czynnikdw genetycznych mogacych mieé
zwigzek z ciezkim przebiegiem choroby wymieniane sg
takze geny dla: TNF-a, TGF-p i biatka aktywujgcego 5-li-
poxygenaze (FLAP). Ostatnio wykazano, ze obecnos¢ al-
leli C i G w genie kodujagcym IL-4R a wigze sie z ciezkim
zaostrzeniem choroby [17].

CIEZKA STEROIDOOPORNA ASTMA OSKRZELOWA

Astma oskrzelowa jest chorobg wspdtczes$nie definio-
wang w oparciu o kryteria kliniczne, fizjologiczne i pa-
tologiczne. Fenotyp tej jednostki nie zostat doktadnie
okre$lony. Wedtug Raportu GINA astma oskrzelowa to
choroba zapalna drég oddechowych z nagtym lecz od-
wracalnym zwezeniem oskrzeli [7,17]. Wspotcze$nie nie
wypracowano jednego terminu dla okreslenia r6znorod-
nych form Kklinicznych astmy z uporczywymi objawami
oraz wysokim ryzykiem powiktan zdrowotnych okreso-
wo zagrazajacych zdrowiu i zyciu pacjentdw. Okoto 5%
chorych na astme stanowig ci, u ktérych optymalne, na-
wet wielosktadnikowe leczenie, nie jest skuteczne. Tych
chorych kwalifikujemy do grupy cierpigcych na astme
ciezkg i trudng. Czesto wymagajg oni szczegdlnej opieki,
wielu dodatkowych badan diagnostycznych, skompliko-
wanych procedur medycznych, wyjatkowego nadzoru
[17]. American Thoracic Society (ATS) celem uporzadko-
wania historycznej terminologii astmy ciezkiej oraz kla-
syfikacji istniejagcego nazewnictwa wprowadzita ogdlny
termin ,astma oporna" (ang. refrnktory asthma) [17,18],
Obejmuje on nastepujace okreslenia: przewlekta ciezka
astma (ang. severe persistent asthma), astma chwiejna (ang.
brittle asthma), astma zagrazajaca zyciu (ang. fatal asthma),
astma z zaburzeniami Swiadomosci i zatrzymaniem od-
dechu, astma nieodwracalna (ang. irreversible asthma) i
astma steroidooporna (ang. glucocorticoid - resistant asth-
ma) [17-19].

Jako pierwsi oporno$¢ na glikokortykosteroidy opisali
Schwartz i wsp. w niewielkiej grupie chorych na astme
oskrzelowg, ktéra byta zZle kontrolowana [20]. Badacze
stwierdzili odwracalno$¢ obturacji oskrzeli po podaniu
P-mimetykéw oraz brak wptywu duzych dawek gliko-
kortykosteroidow na nasilenie skurczu oskrzeli. Astme
oporng na glikokortykosteroidy zaczeto poczatkowo
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rozpoznawadé, jezeli po 14 dniach doustnego stosowania
prednizolonu w dawce 40 mg/24 h nie obserwowano
zwiekszenia wyjsciowej wartosci natezonej objetosci wy-
dechowej pierwszo-sekundowej (FEVI) o wiecej niz 15%
przy zatozeniu, ze wziewne podanie p-mimetyku krét-
ko dziatajacego powodowato wzrost FEV1 o wiecej niz
15% [12]. Jezeli przyrost FEV1 wynosit co najmniej 30%
stwierdzano astme wrazliwg na glikokortykosteroidy
[12]. Obecnie, zgodnie ze Stanowiskiem Komisji Choréb
Uktadu Oddechowego Komitetu Patofizjologii Klinicznej
Polskiej Akademii Nauk z 2009 roku, astme oskrzelowg
steroidooporna definiujemy jako przewlekta ciezka ast-
me, oporna na leczenie wysokimi dawkami wziewnych
1systemowych glikokortykosteroidow. Jest to posta¢ ast-
my, w ktérej po zastosowaniu prednizolonu w dawce 20
mg przez pierwszy tydzien oraz 40 mg przez nastepny
nie uzyskuje sie wzrostu FEV1 powyzej 15% w stosun-
ku do wartosci wyjsciowej [21]. Czesto$¢ astmy opornej
na glikokortykosteroidy nie jest doktadnie znana [22,23].
Catkowita oporno$¢ wystepuje bardzo rzadko. Szacuje
sie, ze dotyczy mniej niz 1:1000 chorych na astme oskrze-
lowa [22,23]. Nalezy jednak podkresli¢, ze opornos$¢ na
glikokortykosteroidy obserwuje sie u okoto 50% chorych
na astme ciezka i trudng [21].

Istniejg dwie postaci opornosci na glikokortykostero-
idy. Typ 1 —opornos$¢ indukowana przez cytokiny ityp
2 —oporno$¢ zwigzana z mutacjg albo polimorfizmem
genu dla receptora glikokortykosteroidowego (h-GCR/
NR3C1) [24-30]. Typ 1 ma charakter nabyty i zwigzany
jest z odwracalnym zmniejszeniem zdolnosci przytgcza-
nia glikokortykosteroidow przez limfocyty T. Towarzy-
szy mu wzrost wytwarzania IL-2, IL-4, IL-5 i IL-13 oraz
czynnikéw transkrypcyjnych [12,21,31]. tan i wsp. wyka-
zali, ze nadprodukcja niektdrych interleukin, szczegdlnie
IL-2, IL-4 i IL-13, moze odpowiadac¢ za zmniejszenie po-
winowactwa receptorow glikokortykosteroidowych do
glikokortykosteroidéw u chorych z steroidooporng ast-
ma oskrzelowg [31]. Typ 2 dotyczy wszystkich komorek.
Zwigzany jest z pierwotng opornoscig na kortyzol oraz
defektem genetycznym — mutacjg albo polimorfizmem
genu dla receptora glikokortykosteroidowego lub genéw
modulujacych funkcje receptora. Typ 2 ma charakter nie-
odwracalny. Ito i wsp. zaobserwowali, ze w przeciwien-
stwie do chorych z rodzinng opornoscig na glikokorty-
kosteroidy, u ktérych stwierdza sie mutacje receptora
glikokortykosteroidowego i zmiane stezenia kortyzolu w
surowicy, warto$¢ podstawowego stezenia kortyzolu we
krwi u chorych z opornosciag na glikokortykosteroidy jest
prawidtowa, nie wykazujg oni réwniez typowych cech
choroby Addisona [12,31].

BUDOWA | MECHANIZM DZIALANIA RECEPTORA
DLA GLIKOKORTYKOSTEROIDOW, A ROZWOJ
STEROIDOOPORNOSCI W ASTMIE OSKRZELOWEJ

Gen dla receptora glikokortykosteroidowego h-GCR/
NR3C1 zlokalizowany jest na chromosomie 5q31-9q32
i ztozony jest z 9 eksonéw [12,24,32], Kodujace rejony
DNA, z ktérych transkrypty ostatecznie pojawiajg sie w
cytoplazmie jako pojedyncze czasteczki mRNA, sg zwy-
kle poprzerywane duzymi fragmentami sekwencji nie-
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kodujagcego DNA [33]. W procesie sktadania genu (ang.
splicing) z pierwotnego transkryptu DNA —hn RNA sg
usuwane introny (sekwencje niekodujace), a eksony —
taczone. Transkrypt mRNA biatka genu h-GCR/NR3CI
ulega procesowi sktadania, co prowadzi do powstania
trzech izoform mRNA: GKRa, GKR(3 i GKRy [32,34-36].
Rivers i wsp. stwierdzili, ze w procesie sktadnia docho-
dzi do tgczenia ze sobg eksondéw 9a i 9p z pre-mRNA na
rézne sposoby, czego wyrazem jest obecno$s¢ w komorce
dwoch izoform mRNA: GKRa i GKRp [36]. W ten sposob
z genu h-GCR/NR3CI powstajg dwie czgsteczki mRNA,
co jest zrédtem zmiennosci biatka h-GCR/NR3CI. Po-
niewaz warianty mRNA dotyczg sekwencji kodujgcych
(ekson 9a i 9p), powstate na matrycy tych mRNA biat-
ka roznig sie miedzy sobag sekwencjg reszt aminokwa-
sowych, co moze powodowac zrédznicowanie ich funkcji
lub lokalizacji w komaérce [36], 1zoforma GKRy powsta-
je z potagczenia wariantéw sktadania mRNA eksonow 3
i 4. Powstate na matrycy takiego mRNA biatko h-GCR/
NR3C1 ma odmienng sekwencje reszt aminokwasowych.
Moze to prowadzi¢ do upos$ledzenia translokacji jadrowej
receptora i wptywaé na zmniejszenie powinowactwa re-
ceptoréow glikokortykosteroidowych w komérkach stanu
zapalnego [36],

Receptor dla glikokortykosteroidow (GKR, ang. GR,
GCR) jest biatkiem, zbudowanym z jednego fancucha po-
lipeptydowego, sktadajacym sie z 777 reszt aminokwaso-
wych. Pierwszorzedowa struktura biatka receptora zosta-
ta poznana przez klonowanie wtasciwego komplemen-
tarnego DNA (cDNA, ang. complementary DNA) [37-40].
W obrebie GKR zidentyfikowano trzy gtéwne obszary —
domeny: A, Bi C [37], Pomiedzy resztami aminokwaso-
wymi 1-421, stanowigcymi ponad potowe wielkoSci cza-
steczki receptora zlokalizowana jest domena C, ktora jest
nos$nikiem immunogennosci i innych cech biologicznych.
Obszar centralny GKR (pomiedzy resztami aminokwa-
sowymi 421-486) odpowiedzialny jest za wigzanie DNA
(domena B). W jego sktad wchodzg reszty cysteinowe,
ktore tworzg kompleksy z cynkiem utatwiajgce wigzanie
z DNA i warunkujace jego trzeciorzedowga strukture. W
koncowym odcinku czgsteczki receptora znajduje sie od-
cinek (domena A) kontrolujacy przytaczanie czasteczki
hormonu —glikokortykosteroidu (GKS) [37],

Izoformy GKRa i GKR(3 zbudowane sa z 9 eksonéw.
Ré6znig sie miedzy sobg wariantami sktadania 9 eksonu.
Odpowiednio ekson 9a warunkuje posta¢ GKRa, ekson
9p — GKRp. lzoformy te tworzg heterodimery [12]. Wy-
kazano, ze synteza dominujacej, nieaktywnej izoformy
receptora glikokortykosteroidowego — GKRp moze mie¢
istotny wptyw na funkcje GRa w komérkach oskrzelo-
wo — ptucnych [31,41], GKRYy jest kolejng, dominujaca,
nieaktywng izoformg GKR [12,42], Ray i wsp. wykazali,
ze GKRy ma duzo mniejszg aktywnos$¢ transkrypcyjng w
poréwnaniu z izoformg GKRa oraz, tak jak, GKRp moze
wptywac tworzenie komplekséw heterodimeréw GKRa/
GKRp [12,42].

Nieaktywny GKR jest potgczony w komdrce z dwoma
monomerami biatka szoku cieplnego Hsp90 (ang. heat

shock protein), ktére pokrywajg miejsce wigzagce DNA w
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obszarze domeny B. Zdolno$¢ do wigzania Hsp90 wyka-
zuje takze domena A. Biatko szoku cieplnego determinuje
prawidtowg konformacje GKR, warunkuje powinowac-
two receptora do GKS oraz zapobiega jego wigzaniu z
DNA [37-39].

Miesfeld i wsp. wykazali wyrazne podobienstwo w
0og6lnym planie budowy i sekwencji reszt aminokwaso-
wych receptorow dla hormondéw steroidowych (mineralo-
kortykosteroidy, androgeny, progesteron, estrogeny), jak
rowniez miedzy GKR, a receptorami dla innych hydro-
fobowych zwigzkéw o budowie pier$cieniowej, jak wita-
mina D, kwas retinojowy lub hormony tarczycy [37,39].
Homologia budowy pierwszorzedowej tych zwigzkow
w obrebie domeny B dotyczy 50-90% reszt aminokwaso-
wych. Istotne implikacje kliniczne wynikaja takze z 57%
podobienstwa sekwencji reszt aminokwasowych dome-
ny A, warunkujgcej rozpoznawanie hormonu zdolnego
do aktywacji czynnika regulujacego transkrypcje genow
[37], Najwiekszg zmienno$cig wsérod grupy receptoréow
dla steroidow charakteryzuje sie domena C GKR, w ktorej
homologia reszt aminokwasowych nie przekracza 15%.
Grzanka i wsp. postulujg stwierdzenie istnienia jednej,
wielkiej ,,rodziny receptorow dla hydrofobowych zwigz-
kéw pierscieniowych"” [37], Wedtug Autoréw wigze sie to
z mozliwos$cig zajmowania danego receptora steroidowe-
go przez inny hormon steroidowy i agonistycznego lub
antagonistycznego dziatania odpowiednich hormondw.

Glikokokortykosteroidy dziatajg po potaczeniu sie ze
swoistymi cytoplazmatycznymi receptorami GKR. Zwig-
zanie biatka receptorowego ze swoistym agonistg powo-
duje zmiane konformacji przestrzennej GKR w skutek
odtgczenia Hsp90 [31,37]. Kompleks glikokortykostero-
idy/receptor glikokortykosteroidowy (GKS/GKR) ulega
fosforylacji, prawdopodobnie koniecznej do jego petnej
aktywacji, i przemieszcza sie¢ do jadra komodrkowego,
gdzie reguluje ekspresje genéw [12,31]. Aktywowany
kompleks GKS/GKR przytagcza sie do sekwencji regula-
torowych DNA, nazywanych elementami oddziatywu-
jacymi na glikokortykosteroidy (GRE, ang. glucocorticoid
response elements) [12,37], Sekwencje GRE zawarte sg w
promotorowych iregulatorowych czesciach genéw kodu-
jacych biatka syntetyzowane w odpowiedzi komérek na
dziatanie GKS. Efektem oddziatywania GKS/GKR z GRE
moze byé wybidrcza represja swoistych genéw zapalenia
wywotana pleotropowym oddziatywaniem na promoto-
rowe fragmenty swoiste genéw dla czynnika jadrowego
kB (NF-kB) oraz kompleks aktywacyjny biatka aktywa-
torowego (AP-1, ang. activator protein-1) [12]. Dziatania
tego typu majg przede wszystkim charakter hamujacy
[12]. Molekularne oddziatywanie GKS/GKR moze wpty-
wac na aktywacje albo represje swoistych gendw, co okre-
$lane jest mianem transaktywacji i transrepresji. Jezeli
przytagczenie kompleksu receptor/ligand prowadzi do
aktywacji genu, to rejony tego DNA nazywamy sekwen-
cjami wzmocnienia transkrypcji przez glikokortykostero-
idy (ang. GRE positive). Hamujacy efekt GKS na synteze
biatek uwarunkowany jest obecno$cig miejsc wyciszenia
transkrypcji przez glikokortykosteroidy (ang. negative
GRE) [37], U podstawy skutecznos$ci dziatania GKS lezy
plejotropowe dziatanie GKR. Nieprawidtowa aktywacja
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innych szlakéw przesytania informacji wewngtrzkomar-
kowej znoszacych efekty pobudzenia GKR moze istotnie
wpitywaé na opornos$é na GKS [31].

ROLA GLIKOKORTYKOSTEROIDOW
W LECZENIU ASTMY OSKRZELOWEJ

Glikokortykosteroidy (GKS) sg wysoce skutecznymi
lekami stosowanymi w kontroli astmy oskrzelowej, cho-
réb zapalnych oraz immunologicznych. Przytgczenie sie
kompleksu (swoisty ligand i receptor dla glikokortyko-
steroidéw) do sekwencji regulatorowych genéw koduja-
cych synteze przeciwzapalnych biatek warunkuje klinicz-
ne efekty dziatania GKS. Aktywacja sekwencji positive
GRE prowadzi do syntezy lipokortyny-1, receptoréw P2
adrenergicznych, obojetnych endopeptydaz, inhibitorow
jadrowego czynnika kappaB (I-NF-kB), antyleukoproteaz
(SLPI), inhibitora elastazy, biatka komorek Clara (CC10),
antagonisty receptora IL-1 i IL-IR2 (ang. decoy receptor)
[22,40,43]. GKS wywierajg dziatania supresyjne na se-
kwencje promotorowe genu COX-2 (indukowana postac
cyklooksygenazy). Nasilajg synteze lipokortyny-1, ktéra
hamuje aktywno$¢ fosfolipazy A2(PLA2. GKS hamujac
aktywno$é¢ PLA™ zmniejszajg produkcje wielu pochod-
nych kwasu arachidonowego: tromboksanéw (trombok-
san A2 TXA2, prostaglandyn (PGE, PGF, PGI, prostacy-
klina) i leukotriendw (LTA, LTB, LTC, LTD, SRS-A) oraz
GKS hamujg transkrypcje gendéw wielu biatek. Klinicznie
istotne jest blokowanie produkcji cytokin (IL-1, IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-13, czynnik martwicy
nowotworow — TNFa, czynnik stymulujacy granulocy-
ty i makrofagi — GM-CSF, RANTES, MIP-la, eotaksyna,
MCP-1, MCP-3, MCP-4) i ich receptoréw (receptor dla IL-
2) oraz enzymow i biatek posredniczacych w reakcji za-
palnej (indukowana synteza tlenku azotu —iNOS, COX-
2, endotelina-1, receptor neurokininowy — NK1dla sub-
stancji P) [22,37,40,43,44]. Wazne, bo majace praktyczne
implikacje kliniczne jest dziatanie wziewnych GKS, ktdre
zmniejszajg liczbe i aktywno$¢é komorek reakcji zapalnej
w oskrzelach, w szczegdlnosci mastocytéw, komorek
dendrytycznych, eozynofiléw i limfocytow T [44],

Oporno$¢ na dziatanie GKS na poziomie molekular-
nym wynika z wielu mechanizméw modyfikujgcych
dziatanie GKR w komorkach. Zmniejszenie odpowiedzi
na leki tej grupy ttumaczy sie zmniejszong syntezg GKR,
ostabieniem ich zdolnosci do wigzania sie z DNA lub na-
silong ekspresjg czynnikéw transkrypcyjnych [12,31].

Btedy w wigzaniu ligandu, translokacja jadrowa i zabu-
rzenia w wigzaniu GKR z kofaktorami odpowiadajg za po-
wstawanie opornosci na GKS na poziomie komdérkowym.
Istotne jest dziatanie i rola niektorych cytokin, szczegdlnie
IL-2, IL-4 i IL-13, kt6re zmniejszajg powinowactwo GKR w
komorkach stanu zapalnego, co indukuje miejscowg opor-
nos$¢ na przeciwzapalne dziatanie GKS [12,31], Zaburzenia
tworzenia komplekséw GKS/GKR zdolnych do aktywacji
GRE obserwuje sie m. in. u chorych na astme oskrzelowg
uczulonych na alergeny kota w jednojadrzastych komor-
kach krwi obwodowej i analizowanych in vitro [31,41],
Zmniejszenie powinowactwa receptora dla glikokortyko-
steroidéw do GKS odwzorowuje zatem typ zapalenia ob-
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serwowany w astmie steroidoopornej [12], Uposledzenie
translokacji jadrowej i zaburzenie tworzenia kompleksow
GKS/GKR wykazano réwniez u chorych z nadprodukcja
dominujacej, nieaktywnej izoformy GKR — GKR(3. Ito i
wsp. U pacjentéw z astmg steroidooporng stwierdzili, ze
GKR(3 ma istotny wptyw na funkcje GKRa w komoérkach
pozyskiwanych z poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych
[12], Doniesienia te potwierdzili Goleva i wsp. w bada-
niach, w ktorych aktywno$é¢ GKRp wytgczono za pomocg
krotkich interferujagcych sekwencji mRNA [31,41], Funkcje
receptora dla glikokortykosteroidow moga zosta¢ utraco-
ne lub istotnie zmienione pod wptywem aktywnosci enzy-
mow modyfikujgcych jego konformacje. Fosforylacja GKR
wywotana aktywacjg kinazy biatkowej przez mitogen p-38
(ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK) moze pro-
wadzi¢ do utraty jego funkcji [45], Réwniez inne kinazy
typu MAPK lub szlaki przesytania sygnatéw za pomocg
kinaz moga regulowaé¢ funkcje GKR [12], Do utraty zdol-
nosci tworzenia kompleksu GKS/GKR z DNA prowadzié¢
moze zaburzenie translokacji receptora dla glikokortyko-
steroidéw do jadra komdérkowego, co obserwowano szcze-
golnie u pacjentow chorujgcych na steroidooporng astme
oskrzelowg [12], Silkoff i wsp. zaobserwowali podwyz-
szone stezenie wydychanego tlenku azotu (NO) u stero-
idoopornych pacjentéw z astmg oskrzelowg. Duze steze-
nie NO, w wyniku reakcji nitrozylacji w miejscu wigzania
Hsp90 z GKR, wptywa niekorzystnie na funkcje receptora
dla glikokortykosteroidow i zmienia stopien jego powino-
wactwa do ligandu [46]. Zdaniem Adcock i Lane istotng
role w ciezkiej astmie opornej na GKS odgrywaja cytoki-
ny wytwarzane przez limfocyty pomocnicze typu 2 (Th2).
Interleukiny produkowane przez Th2 stymulujg synteze
AP-1, ktora sprzyja zwiekszeniu liczby cytokin szeregu
limfocytow Th2. Prowadzi to do powstania ,btednego
kota" w mechanizmie nasilenia produkcji prozapalnych
cytokin [47], Prawidtowe dziatanie GKR warunkujg takze
cytoszkielet, witamina Dy oddziatywania regulatorowych
limfocytow T (ang. T reg), ekspresja onkogenu c-Jun i kofi-
liny-1 [48-50], W tym kontekscie, szczegdlnego znaczenia
klinicznego, nabiera fakt skojarzenia witaminy D3z deksa-
metazonem u chorych na steroidooporng astme oskrzelo-
wa, u ktorych obserwowano przywrdécenie zdolnosci Treg
do wydzielania IL-10. To z kolei pozwala na zwigkszenie
gestosci GKR pod wptywem cytokiny do pozioméw obser-
wowanych u pacjentéw wrazliwych na steroidy [50].

Na uwage, ze wzgledu na skutki kliniczne, zastuguje
fakt palenia tytoniu i indukowany stres oksydacyjny u
pacjentow chorujacych na astme oskrzelowa, u ktérych
obserwuje sie wzrost opornosci na stosowane GKS. Efekt
ten obserwowano rowniez u bytych palaczy [51], Palenie
tytoniu wywotuje stres oksydacyjny, ktéry wptywa na
translokacje jadrowa GKR [12], stosunek izoform GKRa/
GKRp [52] i kofaktory jadrowe [12]. Rahman i Adcock
stwierdzili u chorych na ciezkg astme oporng na steroidy
duze nasilenie stresu oksydacyjnego i zmniejszenie prze-
ciwzapalnych wiasciwosci GKS [53].

Predyspozycje genetyczne odpowiadajg za okoto 50%
ryzyka rozwoju astmy. Obecnie prowadzone sg badania,
ktérych celem jest okreslenie znaczenia tych genéw w
etiopatogenezie astmy oskrzelowej [54].
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Rycina 1. Pozycje polimorfizméw w obrebie genu h-GCR/NR3CI o udokumento-
wanym wptywie na rozwdéj oporno$é na glikokortykosteroidy u chorych na ast-
me oskrzelowg o ciezkim przebiegu. Skréty: h-GCR/NR3CI — gen receptora dla
glikokortykosteroidow; GKS —glikokortykosteroidy

IMPLIKACJE KLINICZNE POLIMORFIZMOW GENU
RECEPTORA DLA GLIKOKORTYKOSTEROIDOW
U CHORYCH NA ASTME, OSKRZELOWA

Opornos$¢ na glikokortykosteroidy jest zagadnieniem
bardzo ztozonym. lIstniejg powazne watpliwosci, czy ro-
dzimy sie ze steroidooporng astmg oskrzelowg, czy na-
bywamy jg w ciggu zycia. Jedng z podstawowych prze-
stanek genetycznych, potwierdzonych obserwacjami kli-
nicznymi, jest wystepowanie polimorfizméw w obrebie
genu dla receptora glikokortykosteroidowego. Na pod-
stawie dotychczasowych badan wydaje sie, ze zaburzenia
wzajemnego oddziatywania na poziomie receptor (GKR)
—glikokortykosteroid (GKS) z czynnikami transkrypcyj-
nymi (m.in. biatko aktywatorowe AP-1, jadrowy czynnik
kappa B), tzw. opornos$¢ pierwotna, stanowia jedng z mo-

transkrypcja

Rycina 2. Model oddziatywania czynnikéw transkrypcyjnych z kompleksem GRC/GKS. Skroty: AP-1 — biatko aktywa-
torowe 1; GKS —glikokortykosteroidy; GRC —receptor dla glikokortykosteroidéw; GRE —elementy oddziatywujace na
glikokortykosteroidy; Hsp —biatko szoku cieplnego; mRNA - matrycowy (informacyjny) RNA; NF-kB —czynnik jadrowy

kB; "+" —aktywacja
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lekularnych podstaw niewrazliwos$ci na glikokortykoste-
roidy stosowane w astmie oskrzelowej [12,31,45,47],

Polimorfizm genu oznacza wystepowanie w popula-
cji, w danym locus, dwdch lub wiecej alleli z czestosSciag
wiekszg niz wynikajgca z mutacji. Ta zmienno$¢ sekwen-
cji nukleotydowych stanowi o zréznicowaniu wewnatrz
gatunku. Polimorfizm oznacza, ze najczesciej wystepuja-
cy allel genu h-GCR/NR3CI wystepuje z czestosScig mniej-
szg niz 99% [55]. Dotychczas zidentyfikowano kilkana-
Scie rejondéw polimorficznych w obrebie genu h-GCR/
NR3C1 zlokalizowanych w eksonach 2-9 oraz intronach
C i D, a takze w rejonach bezposrednio sgsiadujgcych z
promotorem genu receptora dla glikokortykosteroidéw
[25]. W siedmiu z 9 eksonow stwierdzono wystepowa-
nie roznych form allelicznych genu h-GCR/NR3CI zwig-
zanych z wystepowaniem opornosci na GKS. Okre$lono
pozycje, zmiany w sekwencji DNA genu receptora dla
glikokortykosteroidow oraz zidentyfikowano r6znice w
sktadzie reszt aminokwasowych biatka h-GCR/NR3CI.
W kolejnych eksonach zlokalizowano nastepujgce wa-
rianty polimorficzne genu h-GCR/NR3CI receptora dla
glikokortykosteroidow warunkujgce oporno$¢ na GKS:
ekson 2: polimorfizm E22E (pozycja 198, GAG — GAA)
[56], polimorfizm R23K (pozycja 200, AGG —AAG) [56],
polimorfizm R366X (pozycja 1188, wstawienie T, przesu-
niecie ramki odczytu) [57], polimorfizm N363S (pozycja
1220, ATT —AGT, Asp363Ser) [58-60], ekson 4: polimor-
fizm R477H (pozycja 1562, CGC -* CAC, Arg477His) [61],
ekson 5: polimorfizm 1559N (pozycja 1808, ATC —+ AAC,
Ile559Asp) [58,62,63], ekson 6: polimorfizm 2024_2027del
(pozycja 2024, delecja 4 bp) [64,65], ekson 7: polimorfizm
D641V (pozycja 2054, GAC

GTC, Asp645Val) [66,67],
ekson 8: polimorfizm G679S
(pozycja 2167, GGT — AGT,
Gly679Ser) [61] oraz ekson
9a: polimorfizm V7291 (po-
zycja 2367, GGT — ATT,
Ile729Val) [58,68], polimor-
fizm N766N (pozycja 2430,
AAT — AAC) [69], Podob-
ne zmiany polimorficzne w
genie h-GCR/NR3CI stwier-
dzono w intronach: intron C
(polimorfizm 1VSC-46 G>C,
pozycja 1484, G —C) [56] i
intron D (polimorfizm IVSD-
16 G>T, pozycja 1600, G —
T) [56] (Ryc. 1).

Badania populacyjne
przeprowadzone w Holan-
dii przez Kopera i wsp. do-
wiodty istnienia zwigzku
pomiedzy wystepowaniem
polimorficznych warian-
tow eksonu 2 genu h-GCR/
NR3C1, a opornosciag na
glikokortykosteroidy  [56].
Zmiany w obrebie kodujace-
go DNA genu receptora dla

Jadro komérkowe

377



glikokortykosteroidow determinowaty rd6znice w skia-
dzie reszt aminokwasowych domeny C biatka h-GCR/
NR3C1. W obszarze tym zlokalizowane jest miejsce wia-
zace biatko aktywatorowe AP-1, ktére jest regulatorem
aktywnosci wielu genéw odpowiedzialnych za rozwdj
zapalenia. Kolejne badania wykazaty, ze wzrost aktyw-
nosci tego biatka towarzyszyt zmianom w zdolnosci
wigzania GKS/GKR z GRE, co stanowito molekularny
mechanizm opornosci na glikokortykosteroidy. Adcock i
wsp. wykazali, ze u chorych z pierwotng opornoscia na
GKS wystepuje uposledzone wigzanie kompleksu GKS/
GKR z GRE, ktére jest spowodowane wzrostem aktywno-
§ci AP-1 lub wzrostem powinowactwa AP-1 do GKR i w
konsekwencji nasilenia ich bezposredniego oddziatywa-
nia [37,70] (Ryc. 2).

Polimorfizm eksonu 4 genu h-GCR/NR3CI powodowat
zmiane reszt Arg477His w obrebie domeny B GKR odpo-
wiedzialnej za wigzanie sie receptora z DNA [61]. Pozo-
state zmiany polimorficzne zlokalizowane w eksonie 5, 6,
7,819 wptywaty na zdolno$é wigzania czgsteczki hormo-
nu GKS z domeng A GKR. Btedy i zmiany w #aczeniu sie
ligandu ze wtasciwym receptorem istotnie wptywaty na
funkcje oraz aktywno$¢ GKR. Zaburzenia wigzania biatka
h-GCR/NR3C1 zjego agonistg GKS, wptywajg na zmiany
jego czynnosci, prawdopodobnie w skutek zahamowania
jego fosforylacji i braku zmian konformacji przestrzennej
receptora. Brak aktywacji kompleksu GKS/GKR prowa-
dzi do zaburzen w addycji GRE. W istocie dochodzi do
braku aktywacji regulatorowych czesci gendw koduja-
cych biatka syntetyzowane w odpowiedzi na GKS [37],

Niespecyficzny polimorfizm dotyczy zmian pojedyn-
czego nukleotydu w okre$lonym locus sekwencji DNA i
okresla sie mianem polimorfizmu pojedynczych podsta-
wien (SNP, ang. single nucleotide polymorphism). Specy-
ficzno$¢ przypisuje sie za$ takiej postaci SNP, ktora jest
identyfikowana przez enzymy restrykcyjne. Ten typ poli-
morfizmu oznacza sie jako RFLP, czyli polimorfizm dtu-
gosci fragmentdw restrykcyjnych (RFLP, ang. restriction
fragment lenght polymorphism) [71]. Te dziedziczne wa-
rianty sekwencji DNA moga objawia¢ sie utworzeniem
lub zanikiem miejsca rozpoznawanego przez endonukle-
azy restrykcyjne, lub zmiang liczby nukleotydow miedzy
takimi miejscami. Polimorfizmy RFLP sg przekazywane
jako cechy dominujace [55].

Wazne, bo majgce istotne implikacje molekularne i
biochemiczne, jest opisanie przez wielu badaczy zmian
sekwencji polimorficznych eksonéw 2, 4,5, 6, 7, 8, 9 genu
h-GCR/NR3CI, ktére sg hydrolizowane przez endonu-
kleazy restrykcyjne Il klasy. Identyfikacja przez enzymy
restrykcyjne SNPOow dowodzi specyficznosci zmiennej
dtugosci fragmentéw polimorficznych eksondéw genu
receptora dla glikokortykosteroidow. Marker RFLP do-
wodzi wiec posrednio mutacji w genie h-GCR/NR3CI,
bez okre$lenia podtoza mutacji. Zmiany sekwencji DNA
dla GKR sg molekularnym podtozem zmiennos$ci biatka
h-GCR/ NR3C1.

Istniejg doniesienia wielu badaczy nad zwigzkiem po-
szczegblnych wariantéw polimorficznych genu h-GCR/
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NR3C1 ze zwiekszonym stezeniem insuliny we Kkrwi,
nadci$nieniem tetniczym, otyto$cig, zaburzeniami psy-
chicznymi i chorobami hematologicznymi oraz z pod-
stawowym poziomem wydzielania kortyzolu. W rozwa-
zaniach nad genetycznymi czynnikami warunkujgcymi
rozwoj steroidoopornej astmy oskrzelowej, gen h-GCR/
NR3C1 pojawia sie rzadko, co jest niejasne i wymaga dal-
szych wnikliwych badan. Karl i wsp. wykazali zwigzek
pomiedzy wystagpieniem mutacji de novo w 366 kodonie
(w obrebie eksonu 2 genu h-GCR/NR3CI, a rozwojem
nadmiernej pigmentacji skéry i bton §luzowych oraz ob-
jawami neurologicznymi zwigzanymi z obecnoscig guza
przysadki, czyli zespotem Nelsona. Objawom choroby to-
warzyszyta oporno$¢ na glikokortykosteroidy [57].

W obrebie eksonu 2 genu dla glikokortykosteroidéw
opisano zmiany sekwencji nukleotydéw odpowiedzial-
nych za rozwo6j cukrzycy [59], choroby naczyn wienco-
wych [59], zespotu wielotorbielowatos$ci jajnikéw [72],
nadwagi mezczyzn [73], otytosci [74] i zmniejszenie gesto-
§ci mineralnej kosci [60], jak i indukcje zaburzen psycho-
tycznych, w tym schizofrenii [75], Zamiana pojedynczego
nukleotydu w intronie D genu h-GCR/NR3CI prowadzita
z kolei do istotnego wzrostu ci$nienia tetniczego, co wy-
kazali Lin i wsp. [76]. Badania nad eksonem 5 dowiodty
korelacji pomiedzy zmniejszeniem ekspresji genu h-GCR/
NR3C1, a wystepowaniem choroby Cushinga i opornosci
na glikokortykosteroidy. Obserwowano brak proliferacji
limfocytéw po podaniu deksometazonu oraz inaktywacje
rejondw GRE [58,62,63], Natomiast zmiany w sekwencji
nukleotydow w pozycji 2024 genu receptora dla glikokor-
tykosteroidéw redukuja synteze GKR oraz zmniejszajg
wrazliwos$¢ proliferacyjng leukocytéw na GKS [64,65].

Jedne z najciekawszych doniesiefn ostatnich lat doty-
czyty wariantéw polimorficznych eksonu 9 opisywanego
genu. Liczni badacze potwierdzili zwigzek przyczynowo-
skutkowy pomiedzy zmianami sekwencji DNA, a wyste-
powaniem przewlektej biataczki limfatycznej, pierwotnej
opornosci na glikokortykosteroidy, przedwczesnego doj-
rzewania piciowego, mtodzieAczego hiperandrogenizmu
ireumatoidalnego zapalenia stawow [58,61,69,75,77,78].

Najwiecej badan nad ciezkg astmg oskrzelowg doty-
czyto analizy polimorficznych fragmentéw genu h-GCR/
NR3C1 cztowieka w rejonie promotora rsl0052957
(TthIl) [79], eksonu 2 rs6190 (R23K) i rs6195 (N363S)
[80-83] i intronu 2 rs41423247 (Bc/l) [83-85], Detera-Wa-
dleigh i wsp. wykazali wptyw polimorfizmu rsl0052957
w rejonie promotora na transkrypcje genu h-GCR/NR3CI,
atym samym na poziom jego ekspresji [79], Van Rossum
i wsp. stwierdzili zmniejszenie wrazliwos$ci na glikokor-
tykosteroidy u pacjentéw chorujacych na ciezkg astme
oskrzelowg z polimorfizmem rs6190 w teScie z deksame-
tazonem [80]. Badania nad polimorfizmem rs41423247
(Bell) wykazaty jego istotny, hamujgcy wptyw na aktyw-
nos$¢ wydzielniczg kory nadnerczy [83-85] (Tabela 1).

Pojedyncze prace naukowe nad zwigzkami poszcze-
golnych wariantow polimorficznych eksonéw 2, 4, 5, 6,
7, 8, 9 genu h-GCR/NR3CI u pacjentéw chorujgcych na
ciezka astme oskrzelowg z opornoscig na glikokortyko-
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Tabela 1. Charakterystyka klinicznie istotnych polimorfizméw w obrebie genu h-GCR/NR3CI.

2-3 krotnie mniejszg zdolnos$¢
wigzania GKS przez GKR [86].

L Rejon Pozycja Nazwa polimorfizmu Zmiana Zmiana reszt Badani d

P ] yel P nukleotvdow aminokwasowych _a anta p_rzeprowa zone
1 Ekson 2 198 E22E G »A w ciggu ostatnich lat wykaza-
2 Ekson 2 200 R23K G —»A Arg23Lys ty wystepowanole opornosci
3 Ekson 2 1188 zmiana fazy odczytu  wstawienie T i MHH nﬁ GKhS u 5-10% WSZ{(S“(IICh
4 Ekson 2 1220 N363S AG Asp363Ser ¢ or)S/c ”?I astme oskrzelo-
5  Ekson4 1562 RATTH G —»A Argd77His wg. >zCzegoing uwage zwraca
6 Ekson 5 1808 559N T*A l1e559Asp istotne nasilenie steroidopoor-
7 Ekson 6 2024 zmiana fazy odczytu  delecja 4 par zasad ?,OSCI (35 '5ko %) twsroil pacjen
8 Ekson 7 2054 D641V A —T Asp645Val O\IN z clgz q' astmq. buczowq
9 Ekson 8 2167 G6795 G —>A Gly679Ser role w rozwoju egot zaburzenia
10 Ekson 9a 2367 V7291 G—A 1le729Val przyplsu!e Sig mutacjom oraz
11 Ekson 9a 2430 N766N T>C polimorfizmom genu h-GCR/
12 Intron C 1484 IVSC - 46 G —C NR3CI.
13 Intron D 1600 IVSD -16 G —T m Nai doniesieni
14 Intron 2 Promotor Bell C —G ajnowsze . oniesienia na-
15 -3807C/T Promotor mmi CHT - ukowe zwracajg uwage na rOIQ

steroidy wymagajg weryfikacji i kolejnych analiz. Nalezy
podkresli¢, ze istniejgce, stosunkowo nieliczne doniesie-
nia, czasami o niejednoznacznych wynikach, nad sprze-
zeniami poszczeg6lnych wariantéw polimorficznych
genu h-GCR/NR3CI z opisywanymi chorobami, postulujg
dalsze i wnikliwe badania.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przegladu publikacji na temat roli stero-
idoopornosci w astmie oskrzelowej mozna dokonac proé-
by cato$ciowej analizy, czy jest ona zjawiskiem pierwot-
nym (np.: warianty polimorficzne genu h-GCR/NR3CI),
czy tez wtornym skutkiem, np.: do dziatania czynnikéw
Srodowiskowych, nasilenia alergicznego procesu zapal-
nego, stosowania wysokich dawek P2agonistéw, zakaze-
nia wirusowego, czy wieloletniej kortykosteroidoterapii.
Oporno$¢ na steroidy jest byé moze takze zwigzana z
mechanizmem zmniejszenia gestosci receptoréw, co ma
miejsce przy stosowaniu duzych dawek GKS [86],

Prace Sher i wsp., jako jednych z pierwszych badaczy
opornosci na GKS, przyczynity sie do wyodrebnienia w
grupie pacjentow z astmg steroidooporng dwoch rodza-
jow defektow GKR [86,87]. Typ I, w ktdrym obserwowali
zmniejszong zdolno$¢ wigzania GKS przez GKR, pomimo
4-krotnego wzrostu liczby receptoréw przypadajgcych
na komérke. Defekt ten dotyczyt wytacznie limfocytow
T i nasilat sie po inkubacji z IL-2 i IL-4 [86,87]. W typie
Il, GKR posiadat prawidtowg zdolno$¢ wigzania z GKS,
natomiast liczba receptoréw przypadajacych na komadrke
byta kilkakrotnie mniejsza. Zaburzenie to stwierdzono w
monocytach i limfocytach. Inkubacja komadrek z interleu-
kinami nie zmieniata liczby GKR [86,87],

Do tej pory pojawito sie niewiele badan, w ktérych
stwierdzono zmiany w strukturze GKR u pacjentéw z
steroidooporng astmag oskrzelowg. Hurley i wsp., jako
jedni z pierwszych, opisali zmiany witasciwosci i struk-
tury GKR w skutek mutacji punktowej w genie h-GCR/
NR3C1 [86,88]. Prawdopodobnie istnieje pewna analogia
zrodzinng opornoscig na GKS. U chorych tych wykazano
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pozareceptorowych czynni-

kéw transkrypcyjnych w po-

wstawaniu zjawiska steroido-
opornosci. Przypuszcza sie, ze zaburzenia na poziomie
powinowactwa AP-1 do GKR sa jedng z molekularnych
drég opornosci komérek na dziatanie GKS. Czynniki
transkrypcyjne, a wérdd nich zwtaszcza biatko aktywato-
rowe AP-1 ijadrowy czynnik kappaB (NF-kB) sg modu-
latorami aktywnosci wielu genéw odpowiedzialnych za
rozwoj zapalenia oraz t3czac sie z GKR blokujg wigzanie
sie GKS-GKR z sekwencjami DNA regulacyjnych rejonéw
genow (GRE).

Na podstawie przegladu doniesien na temat zjawiska
steroidoopornos$ci w astmie oskrzelowej mozna stwier-
dzi¢, ze jest ono uwarunkowane od wielu czynnikéw.
Istotny wptyw maja zaré6wno zmienne s$rodowiskowe,
jak i osobnicze. Uwage zwraca fakt niewielkiej liczby ba-
dan nad znaczeniem i rolg polimorfizméw genu h-GCR/
NR3C1 w etiopatogenezie ciezkiej steroidoopornej ast-
my oskrzelowej. Ze wzgledu na obserwowane nie tyl-
ko w astmie oskrzelowej, ale takze w reumatoidalnym
zapaleniu stawow, biataczkach, reakcjach odrzucania
przeszczepu i wielu innych chorobach, zjawisko stero-
idooporno$ci wymaga dalszych pogtebionych badan ze
szczegblnym uwzglednieniem roli polimorfizmoéw genu
h-GCR/NR3CI, ktdry moze stac¢ sie punktem uchwytu dla
nowych form terapii. Ewaluacja jego przydatnosci w tym
zakresie wymaga dalszych analiz.
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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 | GCS-resistant asthma is cytokine-
induced or acquired. Type Il 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-GCR/NR3CI
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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Przewlekte zapalenie watroby i infekcja utajona w przebiegu

zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C

STRESZCZENIE

irus zapalenia watroby typu C (HCV) zostat odkryty w 1989 roku. Materiat genetyczny

HCV to jednoniciowy, liniowy RNA o pozytywnej polarnosci, (+)RNA wirus. Wyda-
wato sie, ze HCV wykazuje tropizm jedynie w stosunku do hepatocytéw, potem udowodnio-
no, ze proces replikacji moze zachodzi¢ réwniez poza watrobg. U okoto 48-86% zakazonych
rozwija sie przewlekle zapalenie watroby typu C (pzw C) z mozliwymi konsekwencjami,
takimi jak marsko$¢, niewydolno$é watroby i rozw6j raka watrobowo-komérkowego. Do
leczenia pzw C rekomendowany jest pegylowany IFNa i rybawiryna. Obecnie wiadomo o
mozliwosci przetrwania HCV w ustroju gospodarza pod postacig zakazenia utajonego. HCV
RNA moze zosta¢ wykryty u pacjentdw po samoistnym wyzdrowieniu oraz u skutecznie
leczonych z powodu pzw C. Wydaje sig, ze utrzymujaca sie replikacja HCV w hepatocytach
i komdrkach uktadu odpornosciowego powoduje statg stymulacje antygenowga. Stata repli-
kacja HCV, moze powodowac tolerancje immunologiczng i prowadzi¢ do dalszego upos$le-
dzenia odpowiedzi immunologicznej oraz przetrwania infekcji. Coraz wigkszego znaczenia
nabiera problem utajonych zakazen w transplantologii.

ODKRYCIE HCV

Wirus zapalenia watroby typu C (HCV) zostat odkryty w 1989 roku [1-2].
Zakazenie HCV jest w Swiecie dos¢ powszechne, w skali globu dotyka okoto 170
milionéw ludzi, a w Stanach Zjednoczonych zakazonych jest okoto 3-4 milio-
néw [3-4], Czestos¢ infekcji jest zr6znicowana w zaleznosci od regionu. Najwyz-
sza jest w Egipcie 17-26%, w Europie Wschodniej ksztattuje sie w przedziale od
0,7 do 4,9%. W Polsce liczba zakazonych osob stanowi okoto 1,4% populacji [5],
wg Polskiej Grupy Ekspertow HCV okoto 730000 oséb.

KLASYFIKACJA, BUDOWA | REPLIKACJA HCV

HCV zostat zaliczony do rodzaju Hepacivirus i sklasyfikowany odrebnie we-
wnatrz rodziny Flaviviridae. Wirusowa czastka HCV ma $rednice okoto 50 nm [6]
i sktada sie z otoczki zbudowanej z btony lipidowej pochodzacej od gospodarza
oraz materiatu genetycznego. Materiat genetyczny HCV to jednoniciowy, linio-
wy RNA o dtugosci ok. 9,6 tysiecy zasad i pozytywnej polarnosci, (+)RNA wirus
[7], Genom HCV sktada sie z sekwencji niekodujgcych zlokalizowanych w rejo-
nach 3'i5' konowych (tzw. 3'-UTR i5-UTR, ang. untranslated regions). Pomiedzy
3'-UTR i5'-UTR znajduje sie pojedyncza otwarta ramka odczytu (ORF, ang. open
reading frame) kodujaca poliproteine ztozong z ponad 3000 reszt aminokwaso-
wych. Po translacji poliproteina ta ulega rozszczepieniu na biatka strukturalne
(S) i niestrukturalne (NS). Do biatek strukturalnych zalicza sie biatko rdzeniowe
C (ang. coreprotein) tworzgce nukleokapsyd oraz glikoproteiny El i E2 (ang. enve-
lope proteins), ktore sg zakotwiczone w zewnetrznej ostonce wirusa. W obrebie
E2 znajduje sie bardzo zmienny rejon (HVR, ang. hypervariable region) podda-
wany silnej selekcji. Natomiast do biatek niestrukturalnych (ang. non structural
protein) zalicza sie biatka NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B. Dodatkowo w
zakazonych komérkach powstaje biatko p7. W obrebie biatek niestrukturalnych
znaleziono helikaze, dwie proteazy oraz polimeraze RNA zalezng od RNA [8],

Dotychczas wyodrebniono 6 podstawowych genotypéw HCV (oznaczonych
kolejnymi cyframi arabskimi) i ponad 50 podtypow (oznaczonych kolejnymi li-
terami alfabetu). Genotyp la i Ib jest powszechny w Stanach Zjednoczonych,
Europie Zachodniej, rGwniez w Polsce, genotypy 4, 5 i 6 dominujg w Egipcie,
Republice Potudniowej Afryki, potudniowo-wschodniej Azji [9].

Wiedza na temat cyklu zyciowego HCV jest, jak do tej pory, do$¢ ograniczo-
na. W ciggu doby tworzy sie ok. 102 nowych wiruséw z okresem potrwania
wynoszacym 2,7-5 godzin [10-11], Poczatkowo wydawato sie, ze HCV wyka-
zuje tropizm jedynie do hepatocytow, pézniejsze badania pokazaty, ze wirusy
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te mozna znalezé w limfocytach, monocytach, komoérkach
nabtonkowych jelita, szpiku kostnym czy w osrodkowym
uktadzie nerwowym [12-15]. Jednak to hepatocyt pozostaje
miejscem najbardziej intensywej replikacji wirusa i immu-
nologicznych oddziatywan gospodarza.

Nieprecyzyjna replikacja genomowych czgsteczek RNA
oraz rekombinacja genetyczna sa gtbwnym zrédtem zmien-
nosci genetycznej HCV [16]. Wptyw na to zjawisko ma m.in.
brak mechanizmu korygujacego btedy polimerazy RNA. W
zwigzku z tym krazace we krwi czastki HCV sg mieszaning
réznych pseudotypow HCV, czyli tworzg tzw. quasi-gatu-
nek. Nowo powstate mutanty sg z op6znieniem rozpozna-
wane przez uktad immunologiczny i tym samym nieustan-
nie wymykaja sie spod jego kontroli [17].

W diagnostyce zakazen HCV wykorzystuje sie obecnie
dwie grupy testéw: oznaczenie w surowicy krazacych prze-
ciwciat przeciwko HCV oraz wykrywanie materiatu gene-
tycznego wirusa. Druga z metod —molekularna —pozwa-
la oznaczy¢ obecno$¢ i zawarto§¢ HCV RNA w surowicy,
okresli¢ genotyp wirusa, wykry¢ jego mutanty, rowniez te,
ktére mogg powsta¢ w wyniku leczenia przeciwwirusowe-

9°-
PRZEBIEG ZAKAZENIA HCV

Przebieg kliniczny ostrej infekcji u okoto 60-70% pacjen-
téw jest bezobjawowy, 20-30% ma zo6ttaczke, u 10-20% wy-
stepuja niespecyficzne objawy, np. zmeczenie, senno$¢, brak
apetytu, zte samopoczucie, b6le migsni, gorgczka, mdtosci,
wymioty, béle brzucha. U okoto 48-86% zakazonych roz-
wija sie pzw C. W obrebie tej grupy u 20-30% pacjentéw,
po okoto 10-30 latach trwania pzw C, dochodzi do rozwoju
marskosci watroby, w przebiegu ktérej u 6-10% pacjentoéw
rozwinie sie niewydolno$¢ watroby, a u 10% rak watrobo-
wokomorkowy [18]

Zakazenie HCV jest nie tylko przyczyng choréb watroby.
W3$rdd patologii pozawatrobowych wymieni¢ mozna krio-
globulinemie typu Il, btoniasto-rozplemowe i btoniaste za-
palenie ktebuszkéw nerkowych, zapalenie naczyn krwiono-
$nych, limfocytarne zapalenie $linianek, zapalenie tarczycy,
prawdopodobnie chtoniaki nieziarnicze, cukrzyce, porfirie,
niedokrwisto$¢ hemolityczng, nadcisnienie tetnicze i wiele
innych [19-21],

PATOGENEZA HCV

Wiedza dotyczgca patogenezy zakazenia HCV jest nadat
poznawana. Wirus ten rozwingt liczne mechanizmy pozwa-
lajgce unika¢ odpowiedzi immunologicznej gospodarza.
Uwaza sie, ze krétko po wniknieciu wirusa do organizmu
dochodzi do ostabienia zdolnosci dojrzewania komorek
dendrytycznych w momencie, kiedy epitopy antygenow
wirusa zostaja rozpoznane przez zlokalizowane na ich po-
wierzchni kompleksy MHC klasy Il. W efekcie hamowana
jest synteza interleukiny-2 (IL-2) i interferonu (IFN)y oraz
upoS$ledzona jest aktywnos$¢ CD4+ T limfocytow. Natomiast
CD8+ T limfocyty odgrywaja role w eliminacji zakazonych
komorek, rowniez nie bez znaczenia jest zjawisko apopto-
zy [22]. Powstajace w trakcie zakazenia HCV przeciwciata
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przeciwko HVR1 biatka E2 sg nieskuteczne w neutralizacji
wirusa z powodu nieustannie zmieniajgcej sie sekwencji nu-
kleotydowej tego rejonu. Dlatego uwaza sie, ze podstawo-
wym czynnikiem odpowiedzialnym za rozwoj przewlekte-
go zakazenia jest polimorfizm genetyczny HCV wynikajacy
z niezwykle wysokiej wydajnosci, jak i matej doktadnosci
procesu replikacji. Réwnie waznym czynnikiem utrudniajg-
cym eliminacje HCV jest mozliwo$¢ przetrwania wirusa w
rezerwuarach pozawatrobowych. Okazuje sie, ze HCV ma
znaczny wptyw na odporno$¢ wrodzong i na odpowiedzi
cytokin — niektére biatka HCV bezpos$rednio reaguja ze
sktadnikami komdérkowych szlakow przekazywania sygna-
téw i moduluja odpowiedzi wrodzone. Istnieje mndstwo
doniesien dotyczacych tego zagadnienia, ale wcigz pozosta-
je to gtdwnie w sferze hipotez, jako ze nikt nie badat tego
zjawiska w hepatocytach.

LEKI STOSOWANE W PZW C

IFN stanowig grupe cytokin wytwarzanych i uwalnia-
nych przez komorki w odpowiedzi na zakazenie wirusami,
pod wptywem antygenéw czy polinukleotydéw, odgrywa-
ja wiodaca role w odpornos$ci przeciwwirusowej. Zostaty
odkryte przez Isaacsa i Lindemanna w 1957 roku. Wykazujg
dziatanie przeciwwirusowe, antyproliferacyjne i immuno-
modulujace.

Poczatkowo w leczeniu pzw C stosowano rekombinowa-
ny IFNa, tzw. monoterapie interferonowg, wprowadzano
liczne modyfikacje, przede wszystkim w zakresie dawki
oraz czasu trwania terapii nie uzyskujgc zadowalajgcych
efektow, w badaniach polskich 9,4%-20% [23-25]. Nastep-
nie zaczeto stosowac terapie skojarzong, dotgczono do IFNa
rybawiryne. Pozwolito to uzyska¢ zdecydowanie wiekszg
liczbe trwatych odpowiedzi na leczenie, u dorostych od
43%-45%, u dzieci od 46%-59% przy zastosowaniu 48 tygo-
dniowego schematu leczenia [26-29].

Celem ujednolicenia kryteriéw dotyczacych skutecznosci
terapii przeciwwirusowej wprowadzono kilka definicji bio-
ragcych pod uwage:

—odpowiedz biochemiczng (BR, ang. biochemical respon-
se), kiedy uzyskuje sie normalizacje aktywnos$ci aminotrans-
feraz w surowicy (w trakcie leczenia, w momencie jego za-
koAczenia lub 24 tygodnie po zakonczeniu terapii);

— odpowiedzi wirusologiczne: tzw. szybka odpowiedZ
wirusologiczna (RVR, ang. rapid viral response) zdefiniowa-
ng jako brak HCV RNA w surowicy po 4 tygodniach lecze-
nia przy uzyciu standardowych testéw laboratoryjnych,
tzw. wczesng odpowiedz wirusologiczna (EVR, ang. early
virological response), oceniang po uptywie 12 tygodni od wig-
czenia leczenia i okre$lajgca niewykrywalnos$¢ lub spadek
HCV RNA >2 logl0w surowicy w stosunku do wartosci
wyjsciowych, tzw. odpowiedZ wirusologiczng w momencie
zakonczenia leczenia (ETR, ang. end of treatment response),
charakteryzujacg sie niewykrywalnosciag HCV RNA w su-
rowicy badanego dostepnymi testami bezpos$rednio po za-
konczeniu leczenia itzw. trwalg odpowiedz wirusologiczng
(SVR, ang. sustained virological response), charakteryzujacg
sie niewykrywalnos$ciag HCV RNA w surowicy po uptywie
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24 tygodni od zakonczenia leczenia (réwniez przy uzyciu
obecnie dostepnych testow). Ponadto wyrdznia sie definicje
okre$lajace nawroty wirusologiczne.

Wprowadzenie do leczenia pzw C pegylowanego IFN
a podawanego raz w tygodniu w skojarzeniu z rybawiry-
ng stosowang codziennie pozwala uzyska¢ ujemny wynik
HCV RNA w surowicy u 50-59% chorych dorostych (przy
zastosowaniu testdw o czutosci do 50 I1U/ml) [26,30-31],
Nieliczne dotad publikacje pokazujg, iz zastosowanie pe-
gylowanego IFN a irybawiryny u dzieci przyczynia sie do
dalszego, istotnego podniesienia skutecznosci terapii skoja-
rzonej — SVR u 48% do 60% chorych zakazonych genoty-
pem 1oraz 100% u dzieci zakazonych genotypem 3 [32-35],
Zalecany obecnie czas terapii, to w zaleznosci od genotypu,
24 lub 48 tygodni.

UTAJONE ZAKAZENIE HCV

Okoto pie¢ lat temu pojawity sie pierwsze informacje na
temat mozliwosci przetrwania HCV w ustroju gospodarza
pod postacig zakazenia utajonego. Badania nad tym zjawi-
skiem staty sie mozliwe dzieki zastosowaniu bardzo czu-
tych testow wykrywajagcych HCV RNA w ilosci <2 IU lub
<10 kopii wirusowego genomu na ml. Testy o takiej czuto-
§ci nie sg stosowane w badaniach klinicznych. Obecnie, do
tego rodzaju badan, jest stosowany test, ktéry w pierwszym
etapie przetwarza RNA wyizolowany z surowicy krwi ob-
wodowej, mononuklearéw krwi obwodowej (PBMCs, ang.
peripheral blond mononuclear cells) lub tkanki watrobowej do
cDNA przy uzyciu odwrotnej transkryptazy (RT, ang. rever-
se transcription). W nastepnym etapie przeprowadza sie am-
plifikacje cDNA metoda polimerazowej reakcji tancuchowej
(PCR) przy zastosowaniu odpowiednich starteréw specy-
ficznych dla sekwencji nukleotydowej HCV. Dla podwyz-
szenia czuto$ci, druga reakcja amplifikacji (ang. nested PCR)
jest przeprowadzana z uzyciem produktow pochodzacych
z pierwszej PCR i starterow, ktorych sekwencje sg zlokali-
zowane wewnetrznie w stosunku to starterow uzytych w
bezposredniej reakcji amplifikacji. Ostatecznie czutos$¢ jest

dalej wzmocniona, a swoisto$¢ otrzymanych produktow
potwierdzona przez hybrydyzacje kwasu nukleinowego do
znakowanych sond specyficznie rozpoznajgcych sekwencje
nukleotydowa HCV (tzw. Southern blot hybridization) [36],
Okazato sie, ze bardzo niskie poziomy HCV RNA sg wy-
krywalne u wiekszos$ci pacjentéw zaréwno po samoistnym
wyzdrowieniu, jak i w wyniku leczenia pzw C przy zasto-
sowaniu IFNa irybawiryny [37-38] (Rye. 1).

W pracach Pham i wsp., u niektérych pacjentow siedem
lat po uzyskaniu SVR poziom HCV RNA wynosit ponizej
lub okoto 100 kopii na 1 ml surowicy oraz w wigkszosci
przypadkéw pomiedzy 100-1000 kopii wirusowego geno-
mu na 107 krgzacych komoérek limfatycznych (tzn. PBMCs)
[15,37,39]. Badajac probki pobrane w odstepach 6-12 mie-
siecy od tych samych pacjentéw, zauwazono, ze poziom
wirusa w surowicy zmienia sie, ale zazwyczaj nie wiecej
niz dziesieciokrotnie [39], RO6wniez oceniono, ze testowa-
nie seryjnych probek surowicy i PBMCs pobranych od pa-
cjentéw z SVR, zwieksza wykrywalnos$¢ utajonej infekcji o
15%. Ogé6lnie, pozytywny wynik na obecno$¢ HCV RNA w
surowicy lub osoczu przy zastosowaniu testow o wysokiej
czutosci (0o czym wspomniano powyzej), jest uzyskiwany u
powyzej 80% os6b z SVR [37, 39-40]. Te wyniki sugeruja, ze
przewlekte nosicielstwo niskich pozioméw HCV jest natu-
ralng konsekwencja zakazenia. Nie mozna tez wykluczy¢,
ze ten stan moze by¢ wynikiem bezobjawowej infekcji.

Nalezy tez wspomnie¢, ze u okoto 30% oséb z SVR wy-
krywa sie HCV RNA w niestymulowanych PBMCs [40],
jakkolwiek stymulacja tych komdrek ex vivo podczas 72 go-
dzinnej inkubacji z ,koktajlem" zawierajgcym mitogeny po-
budzajace limfocyty T i B oraz monocyty pozwala, wg. nie-
ktérych autoréw, na wykazanie dodatniej nici HCV RNA
u ponad 70% pacjentow bez zakazenia HCV. Wykryciu
dodatniej nici HCV towarzyszy, w okoto 75% testowanych
probek PBMCs, ni¢ ujemna bedaca dowodem na rzeczywi-
stg replikacje HCV [37,39,41]. Obecno$¢ aktywnej replikacji
HCV w krazagcych komédrkach limfoidalnych zostata po-
twierdzona przez wykrycie niestrukturalnego biatka wiru-
sa NS5A w cytoplazmie tych komorek
[15]. Udokumentowano, ze limfocyty T
od oséb z utajonym zakazeniem HCV
moga produkowac petne czasteczki wi-

K M M
3lata 4lata 1,5 roku pzw C
W1 W2 KO Sur PBMCs Sur PBMCs Sur PBMCs Sur PBMCs

Rycina 1. Wykrywalno$¢ HCV RNA w prébach surowicy krwi i PBMCs pochodzacych od trzech oséb, ktére
uzyskaty SVR w wyniku leczenia przeciwwirusowego IFNa i rybawiryng (K-kobieta, M-mezczyzna). Przy
zastosowaniu rutynowych testow uzywanych w badaniach klinicznych, pacjenci mieli powtarzalnie niewy-
krywalne poziomy HCV RNA oraz prawidtowg aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT) w surowicy
w okresie od 1,5 roku do 4 lat po stwierdzeniu SVR. RNA byt wyizolowany z 250 gl surowicy (Sur) lub
okoto 2 x106kragzacych PBMCs. Otrzymane cDNA powielono uzywajac podwojnej (gniazdowej) PCR i synte-
tycznych starteréw, ktérych sekwencje byty homologiczne z sekwencjg HCV 5-UTR. Produkty PCR zostaty
wykryte przez hybrydyzacje ze znakowanym fragmentem rekombinowanej sekwencji HCV przy zastosowa-
niu hybrydyzacji typu Southern (ang. Southern biot hybAdization). RNA wyizolowane z surowicy i PBMCs od
pacjenta z klasycznym pzw C byto kontrolg pozytywna. Natomiast woda destylowana dodana zamiast cDNA
do pierwszej reakcji amplifikacyjnej (W-I) i drugiej (gniazdowej) reakcji amplifikacyjnej (W-2) oraz produkt

rusa in vitro. Czasteczki te wykryto z za-

stosowaniem ultrawirowania i immu-

nomikroskopii elektronowej [42], Takze
s koniecznym wydaje sie objecie badania-
244bp mi nie tylko PBMCs jako zbioru catko-
witego, ale rdéznych, wyizolowanych,
indywidualnych podtypéw komorek
limfatycznych. Stwierdzono bowiem,
ze obecno$¢ HCV ijego replikacja moze
by¢ ograniczona tylko do konkretnego
podtypu komoérek. Uzyskanie wyni-
ku ujemnego, po zastosowaniu wyzej
wspomnianych technik w badaniach
nad utajonym zakazeniem HCV, daje
wiarygodna diagnoze braku infekcji

Slepej ekstrakcji przeprowadzonej przy braku RNA (KO), zostaty zastosowane jako kontrole ujemne. Pozytyw- [40] Inne doniesienia z ostatnich lat

ne sygnaty hybrydyzacyjne uzyskane po pierwszej reakcji amplifikacji ujawnity si¢ jako prazki odpowiadajace
wadze molekularnej 346-bp (base pair), a te uzyskane po drugiej (gniazdowej) reakcji amplifikacji jako 244-bp.
Czuto$¢ wykrywania HCV RNA byta ponizej 10 kopii wirusowego genomu/m1 [37].
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pokazaty, ze badajac niestymulowane
PBMCs przy zastosowaniu testéw Ro-
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che Cobas — Amplicor z czutoscig 50 kopii genomu wiru-
sa na ml, mozna wykaza¢ obecno$¢ HCV RNA u 11%-20%
pacjentéw z SVR kilka lat po zakonczeniu leczenia [43-44],

POZAWATROBOWA REPLIKACJA HCV

Jak wspomniano wyzej, jednym z wyktadnikéw replika-
cji HCV jest wykrycie negatywnej nici wirusowego RNA,
tzw. ,,minus RNA strand" lub ,,replicative RNA strand”. Ni¢
negatywna wystepuje w liczbie 10-100 razy mniejszej niz
ni¢ pozytywna HCV RNA, ktora z kolei jest wyktadnikiem
ogblnego poziom genomu wirusa w komorce. Uwaza sie,
ze zastosowanie RT-PCR z wykorzystaniem enzymu Tth,
czyli rekombinowanej polimerazy DNA z bakterii Thermus
thermophilus, potwierdza istnienie replikacji wirusa. Liczne
prace Laskusa i wsp., Radkowskiego i wsp. czy Goutagny i
wsp. udowodnity replikacje w obrebie osrodkowego ukta-
du nerwowego, szpiku, komérkach dendrytycznych, ko-
morkach uktadu immunologicznego [14,45-47], Szczeg6lnie
CD4+ i CD8+ T limfocyty, limfocyty B, monocyty i komorki
dendrytyczne sa zaangazowane w replikacje HCV. Pokaza-
no jednak, ze wystepujg réznice w intensywnosci replika-
cji w tych komérkach w zaleznosci od typu zakazenia, tzn.
pzw C lub utajona infekcja HCV [15]. Ponadto wydaje sig,
ze wystepuje réznica w wykrywaniu HCV w komorkach
limfatycznych w zaleznosci od genotypu wirusa w sytuacji
zakazenia utajonego lub pzw C [48]. Uzyskane wyniki suge-
ruja, ze genotyp 1 HCV jest czesciej wykrywany w PBMCs
w utajonym zakazeniu, a genotypy 2 i 3w PBMCs u o0s6b
z pzw C. Rdéznice te dotyczg tez rodzaju cytokin, ktore sg
stwierdzane w komdrkach limfatycznych w pzw C i uta-
jonej infekcji [48], Tak wiec, PBMCs wyizolowane od 0sdb
z utajong infekcjg charakteryzujg sie znacznie wyzszymi
poziomami IFNa, IFNy i TNFa mRNA, ale nizszym pozio-
mem IL-10 mMRNA, inaczej jest u pacjentow z pzw C. Nalezy
tez podkresli¢, ze poziomy powyzszych cytokin w PBMCs,
w sytuacji utajonej infekcji, sg znacznie wyzsze niz u zdro-
wych o0s6b. To potwierdza, ze wystepujgca na niskim pozio-
mie replikacja HCV w komaérkach limfocytarnych nie jest
immunologicznie obojetna. Ogdlnie biorac, wyzszy poziom
HCV w komérkach limfocytarnych jest zwigzany z nizszy-
mi poziomami transkrypcji cytokin (tych, ktére znane sa z
wiasciwosci antywirusowych) i wyzszym poziomem trans-
krypcji IL-10, ktéra ma zdolno$¢ do uposledzenia odpowie-
dzi immunologicznej zaleznej od limfocytéw Th typu 1.

Bardzo interesujgce jest spostrzezenie dotyczgce warian-
tow HCV u os6b z utajonym zakazeniem HCV rdznigcych
sie poszczegblnymi nukleotydami np. w obrebie 5-UTR.
Ro6znice te wystepujg miedzy populacjg wirusowg pocho-
dzacg z PBMCs iz surowicy. Wydaje sie, ze jest to dowdd na
limfotropizm okreslonych wariantéw HCV, albo na mozli-
wo$¢ powstawania swoistych wariantow podczas replikacji
wirusa w komérkach uktadu immunologicznego [42,49].
Na obecnym etapie wiedzy skutki utajonego zakazenia
HCV z klinicznego punktu widzenia s trudne do przewi-
dzenia. Utrzymujaca sie replikacja HCV w hepatocytach
lub komérkach uktadu odpornosciowego powoduje statg
stymulacje antygenowa. Jesli proces ten dotyczy pacjentow
immunologicznie kompetentnych, to przez wiele lat udaje
sie gospodarzowi utrzymywac infekcje pod wzgledng kon-
trola. Jednak z drugiej strony stata replikacja HCV, z utrzy-
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mujacg sie prezentacjg antygenowg przez limfocyty B lub
monocyty, moze powodowac tolerancje immunologiczng i
prowadzi¢ do dalszego braku odpowiedzi immunologicz-
nej na zakazenie, czego efektem bedzie przetrwanie infekcji.

Obecnie coraz wiekszego znaczenia nabiera problem uta-
jonych zakazen w transplantologii. Znane sg opisy biorcow,
bedacych w okresie gtebokiej immunosupresji, u ktérych po
kilkudziesieciu dniach od transplantacji watroby stwierdza
sie HCV RNA w surowicy, rowniez jest to obserwowane u
pacjentow po przeszczepieniu nerek czy szpiku. Zjawisko to
dotyczy oczywiscie sytuacji, kiedy u dawcy nie stwierdzono
wiremii w surowicy lub tkance watrobowej przy zastoso-
waniu obecnie uzywanych testéw, takich jak Cobas Ampli-
cor z czuto$cig 50 kopii/ ml [50-51], U niektorych dzieci pzw
C leczonych pegylowanym IFN-a i rybawiryng wykryto
HCV RNA nie tylko w surowicy, ale tez zaobserwowano
u tych pacjentéw, w wyniku leczenia przeciwwirusowego,
niejednoznaczne zachowanie sie HCV RNA w PBMCs. Na-
lezy w przysztosci przyjrzec sie pacjentom, ktérzy odpowie-
dzieli na leczenie i uzyskali SVR, ale nadal w PBMCs maja
obecny materiat genetyczny HCV w ilosci wystarczajacej do
wykrycia nawet standardowymi testami dostepnymi w ba-
daniach klinicznych. Czy jest to sukces terapeutyczny? [52],
Potwierdzeniem tych dylematow jest analiza genetyczna
populacji HCV u dzieci z pzw C w oparciu o rejon NS5A
oraz HVR1. Oryginalnym spostrzezeniem, po poréwnaniu
wynikow u pacjentdw z r6zng odpowiedzia na leczenie, byt
fakt ze dzieci z SVR, ale obecnosciag HCV RNA w PBMCs,
powinny by¢ zaliczane do grupy pacjentéw odpowiadaja-
cych przejsciowo (obecnie wyktadnikiem skutecznej terapii
jest brak RNA HCV w surowicy) [53],

W podsumowaniu nalezy zwréci¢ uwage na problem
czutosci testdw stosowanych w badaniach klinicznych. Po-
nadto wazna jest opieka nad pacjentami z uzyskang SVR,
lecz wiremia kontrolowang tylko w surowicy. By¢ moze pa-
cjenci po samoistnym wyzdrowieniu powinni by¢ objeci (z
tych samych powoddw) opieka lekarska. Te spostrzezenia
sq wazne zaréwno z punktu widzenia zdrowia pacjenta, jak
iz powodow epidemiologicznych. Szczegbélng uwage nale-
zy zwrdcic 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 we 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.

388 www .postepybiochemii .pi


mailto:arletakpl@wp.pl

Wptyw toksyn bakteryjnych na
proces nowotworzenia

STRESZCZENIE

Infekcje bakteryjne moga stanowi¢ istotny czynnik ryzyka rozwoju choréb nowotworo-
wych. Molekularne mechanizmy indukcji zmian nowotworowych przez infekcje bakte-
ryjne sa niezwykle skomplikowane. Ich wyjasnienie wymaga jeszcze wielu badan. Dotych-
czas wykazano role infekcji Helicobacter pylori w powstawaniu raka zotadka i chioniaka
MALT. Gtéwnymi, cho¢ nie jedynymi czynnikami wirulencji tego mikroorganizmu induku-
jacymi zmiany nowotworowe, sg dwie toksyny: VacA i CagA. Biatko CagA uznano ostatnio
za pierwszg scharakteryzowang bakteryjng onkoproteing. Wiele innych mikroorganizméw
produkuje takze specyficzne toksyny/efektory uktadéw wydzielniczych, wptywajace na
funkcjonowanie komérek eukariotycznych lub/i wywotujace chroniczne stany zapalne. Pro-
cesy te moga stanowi¢ podtoze do rozwoju nowotworu. Toksyny bakteryjne ingerujac w
szlaki sygnatowe, zaktdcajg przebieg cyklu komérkowego, wptywaja na procesy prolifera-
cji i réznicowania komérek oraz modulujg przebieg apoptozy. Niektére z tej klasy biatek
bezposrednio indukuja uszkodzenia DNA. Prezentowany artykut przedstawia potencjalne
powigzania pomiedzy aktywnos$cig toksyn bakteryjnych a procesem nowotworzenia.

WPROWADZENIE

Proces nowotworzenia jest skomplikowang sekwencja zdarzen, prowadzacg
do pojawienia sie unieSmiertelnionych, swobodnie namnazajacych sie, unika-
jacych apoptozy komoérek, rosngcych niezaleznie od czynnikéw zewnetrznych
i od kontaktu z komé6rkami sgsiednimi. Zajscie tych procesoéw jest mozliwe,
gdy w materiale genetycznym komorki pojawi sie wystarczajaca liczba odpo-
wiednich mutacji, gtbwnie w genach supresoréw nowotworowych, kodujacych
biatka odgrywajgce istotng role w procesach przekazywania sygnatéw, kontroli
cyklu komérkowego i apoptozy. Scista regulacja tych proceséw zostaje wtedy
zaburzona, co umozliwia komorce uniezaleznienie sie od naturalnego ,.zegara
biologicznego". Zintensyfikowane podziaty sprzyjajg akumulacji w materiale
genetycznym komoérek kolejnych mutacji. Powstaje guz, ktéry odzywiany i do-
tleniany jest przez nowo wytworzone naczynia krwionosne (angiogeneza). Kie-
dy kolonia komoérek przetamuje bariere sgsiednich struktur pojawia sie fenotyp
inwazyjny: w najgrozniejszej swej formie komoérki moga odrywac sie od guza i
przemieszczaé razem z krwia do innych tkanek (metastaza); etap tzw. progre-
sji guza determinujgcy rodzaj nowotworu ijego kliniczne nastepstwa. Czynniki
fizyczne, chemiczne i infekcyjne mogg by¢ zaré6wno promotorami guzéw, uta-
twiajgc ich wzrost czy nagromadzanie mutacji, jak i ich inicjatorami, bezpos$red-
nio uszkadzajac DNA [1],

Idea wigzgca choroby infekcyjne z procesem nowotworzenia pojawita sie juz
pod koniec XIX wieku, za sprawg odkry¢ i prac Roberta Kocha, gdy wykazano,
ze konkretne gatunki mikroorganizméw sa czynnikami etiologicznymi choréb
infekcyjnych (opracowanie tzw. postulatéw Kocha). Jednak dopiero stosunko-
wo niedawno udokumentowano udziat niektoérych infekcji wirusowych w kan-
cerogenezie. Jako przyktady mozna poda¢ m.in. wirusa miesaka Rousa (RSV,
ang. Rous sarcoma virus), wirusa zapalenia watroby typu Bi C (HBV, HCV, ang.
hepatitis B virus, hepatitis C virus), wirusa Epsteina-Barr (EBV) czy wirusa bro-
dawczaka cztowieka (HPV, ang. human papilloma virus) [2]. Wptyw infekcji bak-
teryjnych na procesy nowotworzenia pozostaje jednak nadal kontrowersyjny,
gtdwnie ze wzgledu na fakt, iz nasza wiedza o molekularnych mechanizmach
towarzyszgcych infekcjom bakteryjnym jest nadal fragmentaryczna. Wielostop-
niowos$¢ procesu kancerogenezy, jego ztozono$¢ i rozciggtos¢ w czasie znacznie
utrudnia doktadne poznanie powigzah z infekcjami, szczegdlnie wptywu na ten
proces przewlektych stanéw zapalnych indukowanych przez mikroorganizmy.
Zakazenie bakteryjne moze jedynie zapoczatkowac transformacje komorek, kto6-
re mogg ujawni¢ sie w postaci nowotworu po wielu latach. Konsekwencje tych
oddziatywan zalezg od wielu czynnikéw: genotypu organizmu gospodarza,
jego statusu immunologicznego, Srodowiska czy trybu zycia oraz czesto takze
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od genotypu patogennego mikroorganizmu. Infekcja bakte-
ryjna jest przewaznie jednym z istotnych czynnikéw ryzyka
rozwoju choroby nowotworowej.

BADANIA EPIDEMIOLOGICZNE -
NIE TYLKO HELICOBACTER PYLORI...

Pierwszych dowodéw wskazujgcych na powigzanie in-
fekcji bakteryjnych z procesem nowotworzenia dostarczajg
dane epidemiologiczne. Jak dotad jedynie w przypadku in-
fekcji H. pylori szczegétowo udokumentowano bezposredni
zwigzek infekcji bakteryjnej z indukcjg choroby nowotwo-
rowej. W 1994 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia zaliczyta
H. pylori do | klasy kancerogenéw. H. pylori jest mikroaero-
filng, gramujemna, spiralng bakterig, wyizolowang po raz
pierwszy w 1982 roku z wycinkéw btony $luzowej zotadka
pobranych od pacjentéw z chronicznym stanem zapalnym
zotadka [3]. H. pylorijest drugim co do czestosci wystepowa-
nia patogenem cztowieka, ktérym zakazone jest ponad 50%
ludzkiej populacji (w Polsce 84% — dane z 2004 roku) [4-5],
Podatnos$¢ na infekcje jest wieksza u oséb starszych, cho¢ do
zakazenia dochodzi najczesciej we wczesnym dziecinstwie,
najprawdopodobniej drogg kropelkowa. Infekcja utrzymu-
je sie przez cate zycie cztowieka i czesto jest bezobjawowa.
Tylko u okoto 10-20% zakazonych os6b dochodzi do zmian
morfologicznych w bionie Sluzowej zotgdka. Podstawowg
chorobg wywotywang przez H. pylori jest zapalenie btony
Sluzowej o réznym fenotypie (fenotyp tagodnego zapale-
nia btony $luzowej, fenotyp wrzodu dwunastnicy i feno-
typ raka zotgdka). Fenotyp nowotworowy, wskazujgcy na
mozliwos$¢ rozwoju raka zotadka (gruczolakorak zotadka,
ang. gastric adenocarcinoma) wystepuje u okoto 1% oséb za-
kazonych; szczeg6lnie czesto u 0s6b zamieszkujacych kraje
azjatyckie. Infekcja tym patogenem uznawana jest takze za
czynnik ryzyka rozwoju chtoniaka MALT — tkanki limfa-
tycznej powigzanej z btong $luzowg zotadka (ang. mucosa-
associated lymphoid tissue lymphoma) [1,6]. Na rozw6j choroby
nowotworowej zotgdka wptywa wiele czynnikéw tj. geno-
typ szczepu bakterii i gospodarza, jego status immunolo-
giczny, stosowany rodzaj diety oraz poziom wytwarzanego
kwasu solnego [7]. Do gtéwnych czynnikéw wirulencji H.
pylori zalicza sie obecnie m.in. enzymy utatwiajgce koloni-
zacje (ureaze, katalaze, lipazy, fosfolipazy, proteazy), adhe-
zyny, cytotoksyne wakuolizujgcg VacA, biatko CagA, biatka
budujace aparat sekrecji typu IV (transportujagcy m.in. CagA
do komorek eukariotycznych), biatko aktywujgce neutrofile
(NapA). Infekcja Helicobacter doprowadza do chronicznego
stanu zapalnego btony $§luzowej oraz zachwiania homeosta-
zy komoérek nabtonkowych, réwnowagi pomiedzy procesa-
mi apoptozy iproliferacji. Czynniki wirulencji H. pylori oraz
mechanizmy prowadzace do rozwoju zmian nowotworo-
wych przedstawiono ostatnio w kilku pracach przeglado-
wych [6-9].

Infekcja Helicobacter hepaticus z kolei powoduje powsta-
wanie nowotworéw watroby u gryzoni. Bakterie te odkryto
u myszy z ostrym zapaleniem watroby, ktére przyczynito
sie do rozwoju raka. Mikroorganizm ten kolonizuje zaréw-
no kanaliki z6tciowe watroby, jak ijelito grube, stad infek-
cje te tgczy sie takze z nowotworami jelita grubego [10].
Co ciekawe, zauwazono takze korelacje pomiedzy infekcja
H. hepaticus a rozwojem raka sutka, mimo braku bezposred-
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niego kontaktu bakterii z tym gruczotem [11]. Wykazano, iz
ryzyko zakazenia myszy, chronicznej infekcji i rozwoju no-
wotworu znacznie rosnie, kiedy dochodzi do okotoporodo-
wej ekspozycji gryzoni na kontakt z bakteriami [10]. U ludzi
sugeruje sie zwigzek bakterii infekujagcych watrobe z wyste-
powaniem marskosci i watrobiaka (ang. hepatoma); stwier-
dzenie obecnosci Helicobacter spp. w tym narzadzie koreluje
pozytywnie z pojawieniem sie tych schorzen, szczeg6lnie
przy rownolegtej infekcji wirusem zapalenia watroby typu
C [12].

Infekcje H. pylori to nie jedyny przyktad zwigzku zaka-
zeh mikroorganizmami z procesem nowotworzenia. Dane
epidemiologiczne dokumentuja korelacje pomiedzy nosi-
cielstwem Salmonella enterica sv. Typhi w pecherzyku z64-
ciowym a wystepowaniem nowotworu tego organu (ang.
gallblader carcinoma). PrawdopodobiefAstwo rozwoju raka w
przypadku nosicielstwa jest nawet okoto 200 razy wyzsze
niz w sytuacji nieobecnos$ci patogenu [13-14]. Molekularne
mechanizmy indukcji zmian nowotworowych pozostajg na-
dal niewyja$nione, aczkolwiek wiadomo, iz S. enterica sv.
Typhi produkuje podjednostke toksyny CDT (ang. cytolethal
distending toxin): CdtB, o aktywnos$ci DNazy [15]. W skali
globalnej odnotowywanych jest rocznie 17 milionéw zacho-
rowan na dur brzuszny, a statystycznie od 3 do 5% chorych
pozostaje nosicielami [16], Jest to wysoka liczba, przy tym
wiadomo, iz nowotwor ten daje zte prognozy. Poczatko-
we symptomy chorobowe sg bowiem mato specyficzne, co
skutkuje stosunkowo p6zng diagnozg choroby nowotworo-
wej [14].

Infekcja Campylobacter jejuni uwazana jest za czynnik
ryzyka wystapienia chtoniaka MALT jelita cienkiego (ang.
immunoproliferative small intestinal disease, alpha heavy
chain disease), ktory histologicznie przypomina chtoniaka
MALT wywotywanego przez H. pylori, a we wczesnych fa-
zach moze by¢ skutecznie leczony antybiotykami [17], Nie-
ktore szczepy C. jejuni rowniez produkujg toksyne CDT, co
moze mie¢ wptyw na proces nowotworzenia [18].

Zwigzek infekcji mikroorganizmami z rodzaju Chlamydia
z chorobami neoplastycznymi opisywany byt niejednokrot-
nie [19-20], Infekcje Chlamydia psittaci sg czynnikiem ryzy-
ka rozwoju chtoniaka przydatkow oka (ang. ocular andexal
lymphoma), ktéry, podobnie jak w przypadku C. jejuni, moze
catkowicie cofac¢ sie pod wptywem terapii antybiotykowej
[21], Jest to nowotwér bardzo rzadki, czesto$¢ zachorowan
rézni sie znacznie ze wzgledu na region geograficzny, na-
wet w obrebie jednego kraju. Molekularne mechanizmy
indukcji zmian nowotworowych pozostajg dalekie od wy-
jasnienia. Sugerowana jest rola biatek btony inkluzyjnej Inc,
gtownie IncA, ktore ulega fosforylacji przez kinazy komo-
rek gospodarza [22], co moze wptywac na zaburzenie szla-
kéw sygnatowych. Dane epidemiologiczne sugerujg takze
wptyw infekcji Mycobacterium tuberculosis oraz Chlamydia
pneumoniae na rozwo0j raka ptuc [10,14,23], Infekcje Chlamy-
dia trachomatis powodujg dtugotrwate bezobjawowe stany
zapalne, co zgodnie z danymi epidemiologicznymi wyda-
je sie predysponowac do rozwoju raka szyjki macicy [24].
Chroniczne stany zapalne, czesto wieloletnie i nieodczu-
walne, moga okazaé sie podtozem i (lub) waznym ogniwem
w rozwoju nowotworow. Taki przebieg majg czesto infek-
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cje wywotywane przez mykoplazmy, co moze promowac
transformacje komorek i blokowaé ich apoptoze poprzez
aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang. nuclear
factor kB) [1,25].

Infekcje drég moczowych moga rowniez indukowaé po-
wstawanie pewnych typéw nowotworéw tych narzadéw
[14], a infekcja Streptococcus bovis uznawana jest za czynnik
ryzyka rozwoju nowotworu jelita grubego [10]. U myszy
czynnikiem etiologicznym choroby jelita grubego, zwigza-
nej z przerostem bton $luzowych oraz stanem zapalnym jest
Citrobacter rodentium. W konsekwencji choroby moze dojs¢
do powstania nowotworu stanowigcego mysi model do ba-
dan dotyczacych raka jelita grubego u cztowieka. Bakteria
ta posiada w genomie wyspe patogennosci LEE (ang. locus
oferi/throcyte effacement) [26], kodujgcg m.in. biatka budujgce
aparat wydzielania typu Ill, homologiczne do tych w en-
teropatogennych (EPEC) i enterohemokrwotoczne (EHEC)
szczepach Escherichia coli. Przekazane do komérek nabtonka
biatka efektorowe wptywajg na wiele szlakéw przekazywa-
nia sygnatéw doprowadzajac do zmian cytoszkieletu i roz-
luznienia potgczen miedzykomaérkowych [10].

Proliferacja komdrek cztowieka lub (i) blokowanie proce-
sow apoptozy moga by¢ takze indukowane przez chronicz-
ne infekcje Lawsonia intracellularis, czy Bartonella sp. L. intra-
cellularis odpowiedzialna jest za powstawanie rozrostowe-
go zapalenia jelit (ang. proliferative enteropathy), gtéwnie u
Swin [27], Bakteria ta jest internalizowana przez komorki
nabtonkowe krypt jelitowych i wywotuje ich proliferacje.
Obserwowane zmiany histopatologiczne przypominajg te
odnotowywane u ludzi z objawami choroby Les$niewskie-
go-Crohna, ktérej wystepowanie jest jednym z czynnikéw
ryzyka raka odbytnicy oraz te powstajgce u myszy po infek-
cji C. rodentium [1].

TOKSYNY BAKTERYJNE A NOWOTWORY

Na powigzanie chronicznych infekcji bakteryjnych z
procesem nowotworzenia zwrécono uwage w momencie
udokumentowania zaleznosci miedzy zakazeniem H. py-
lori a rozwojem raka zotgdka i chtoniaka MALT. Wiele
gatunkdw bakterii powodujacych przewlekte stany za-
palne, produkuje toksyny specyficznie wptywajgce na
funkcjonowanie komdrek eukariotycznych. Klasyczne
egzotoksyny zalicza sie do trzech kategorii: toksyn desta-
bilizujgcych btony cytoplazmatyczne komdérek gospoda-
rza w spos6b mechaniczny lub enzymatyczny, indukuja-
cych szlaki sygnatowe bez internalizacji (superantygeny)
oraz toksyn wnikajacych do komérek eukariotycznych i
w réznorodny sposdb, gtéwnie poprzez wptyw na szlaki
przekazywania sygnatéw, modyfikujagcych ich metabo-
lizm [28]. Czesto indukujg one stan zapalny, co moze po-
Srednio prowadzi¢ do uszkodzen DNA; reakcja zapalna
skutkuje bowiem powstawaniem toksycznych reaktyw-
nych form tlenu. Zmiany w materiale genetycznym moga
by¢ takze skutkiem bezposredniego dziatania toksyn o
aktywnosci enzymatycznej, czy tez powstawac poprzez
ingerencje w procesy naprawy jego uszkodzen. Wszyst-
kie czynniki naruszajgce szlaki sygnatowe w komérce
prowadzg do zaburzenia prawidtowego podziatu komé-
rek, proceséw apoptozy, czy wzrostu komaérek bedacych
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w kontakcie z komérkami sgsiednimi, co moze nadawac
im zdolnoSci metastatyczne (progresja nowotworu) [10],
Toksyny bakteryjne zaburzajace eukariotyczny cykl ko-
morkowy okreéla sie jako cyklomoduliny. Sg one bezpo-
Srednio przekazywane z cytoplazmy patogenu do cyto-
plazmy komorek docelowych poprzez aparat wydzielni-
czy typu Il (TTSS) czy IV (TFSS) lub tez wydzielane do
Srodowiska przez systemy wydzielania typu I, Il czy V a
nastepnie pobierane przez komorki organizmu gospoda-
rza [18].

MITOGENNE DZIALANIE TOKSYN POPRZEZ
AKTYWACJE SZLAKOW SYGNALOWYCH
ZALEZNYCH OD MALYCH BIALEK G

Przyktadem bakteryjnej toksyny o charakterze mito-
gennym i potencjalnych wiasciwosciach kancerogennych
jest toksyna Pasteurella multocida, PMT (146 kDa monomer,
kodowany profagowo). P. multocida to mikroorganizm
izolowany od pacjentow z przewlektymi infekcjami ukta-
du oddechowego, gtéwnie jednak zwigzany z chorobami
Swin obejmujgcymi m.in. zanik tkanki kostnej (ang. atro-
phic rhinitis), hamowanie r6znicowania osteoblastéw i bu-
dowy kosci [14]. Toksyna ta jest silnym mitogenem zarow-
no w stosunku do fibroblastéw jak i osteoblastéw [29,30],
W ostatnich latach rozwigzano strukture trzeciorzedowa
C-terminalnego fragmentu tego biatka oraz zidentyfiko-
wano reszty aminokwasowe istotne dla jego aktywnosci
[31,32]. Po znalezieniu sie¢ w komdrce docelowej, PMT
stymuluje niezaleznie przynajmniej dwa szlaki przekazy-
wania sygnatéw regulujace jej wzrost, aktywujac hetero-
trimeryczne biatka G (G”n z rodziny Goraz Gap/13) [33],
co prowadzi do aktywacji fosfolipazy Cy (PLCy); waznego
transbtonowego przekaznika sygnatéw. W konsekwencji
dochodzi do akumulacji fosforanu inozytolu, co wraz z
uwolnieniem jonéw wapnia z zasobéw wewnatrzkomar-
kowych, aktywuje kinazy biatkowe C. Biatka te aktywuja
kinazy Jun oraz kinazy MAPK (ang. mitogen activated pro-
tein kinase) ERKI i ERK2 [18], Aktywacji ulegajg rowniez
kinazy Src i FAK (ang. focal adhesion kinase), dochodzi do
transmodulacji EGFR (ang. epidermal growth factor receptor).
Wszystkie te biatka zwigzane sg z kancerogenezg, stad
rozregulowanie przekazywania sygnatdw komorkowych
moze prowadzi¢ do fenotypu nowotworowego. Komarki
bedgce w stanie spoczynku pod wptywem toksyny, po-
nownie wchodzg w cykl komdérkowy (wzrost poziomu cy-
kliny D za sprawg aktywacji kinaz MAPK), utrzymana jest
synteza DNA i podziatly komoérek. Wzrost moze odbywac
sie niezaleznie od kontaktu z podtozem iz komorkami sg-
siednimi. U zwierzat PMT promuje proliferacje nabtonka
pecherza moczowego bez indukcji stanu zapalnego [14],
Z kolei w hodowlach fibroblastéw linii Ratl juz przejscio-
wa ekspozycja na dziatanie toksyny powoduje tworzenie
kolonii z pojedynczej komorki, a efekt ten jest nawet wiek-
szy niz po podaniu czynnikéw wzrostu: EGF i PDGF, co
jest charakterystyczne dla fenotypu komdrek nowotworo-
wych. Komoérki Ratl sg linig nienowotworowg, wykazuja
tylko wzrost zakotwiczony, w podtozu potptynnym nie sg
w stanie utworzy¢ kolonii. Natomiast po poddaniu komé-
rek dziataniu PMT i rozproszeniu w péiptynnym agarze
dochodzi do formowania kolonii [34].
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MODULOWANIE AKTYWNOSCI GTPaz Rho

Opisujac toksyny bakteryjne i mechanizm ich oddziaty-
wania na komdrki eukariotyczne, nalezy zwrd6cié uwage na
przekazywanie sygnatéw w tych komérkach, a szczeg6lnie
mate biatka G, w tym GTPazy Rho, bedace jednym z gtéw-
nych celéow toksyn. Do najdoktadniej scharakteryzowanych
przedstawicieli tej rodziny zalicza sie biatka RhoA, Racl
i Cdc42. Nalezg one do nadrodziny biatek Ras i stanowig
molekularne przetgczniki (ang. switches) w wielu $ciezkach
sygnatowych, prowadzacych gtdwnie do rearanzacji cy-
toszkieletu aktynowego. Aktywnosé matych biatek G zalez-
na od zwigzania GTP/GDP jest dodatkowo modulowana
poprzez trzy inne biatka: czynniki wymiany nukleotydu
guaninowego GEF (ang. guanine nucleotide exchangefactors),
biatka aktywujace aktywnos¢é GTPazowg: GAP (ang. GTPa-
se-activating proteins) oraz inhibitor dysocjacji nukleotydu
guaninowego GDI (ang. guanine nucleotide dissociation inhi-
bitor). Rho sg ,,wytaczone"”, nieaktywne w formie zwigza-
nej z GDP i GDI. ,,Witgczenie", aktywacja odbywa sie przez
wymiane GDP na GTP, wspomagang przez GEF, ktérych
dziatanie z kolei regulowane jest sygnatami spoza komorki.
Wymiana ta prowadzi do zmian konformacyjnych w dome-
nie ,switchl" Rho, co umozliwia biatku oddziatywanie z
jego efektorami (kinazami, fosfolipazami, biatkami adapte-
rowymi). Aktywno$¢ Rho wymaga dodatkowo lokalizacji
btonowej. Zaraz po zainicjowaniu odpowiedzi w komoérce
zachodzi hydroliza GTP w domenie ,,switch2", z udziatem
GAP, co ponownie ,wytgcza" biatko Rho i terminuje sy-
gnat. Trzecim czynnikiem w regulacji aktywnosci Rho jest
GDI, ktéry utrzymuje Rho w cytoplazmie w formie nieak-
tywnej [28,35],

Dziatanie RhoA polega gtéwnie na indukcji formowania
wiokien aktynowych i miozynowych, organizacji miejsc
kontaktéw komorki z macierzg zewnatrzkomaérkowa, gdzie
skupiajg sie receptory adhezyjne, powstawania lamellipo-
diéw, wypustek poruszajgcych sie komarek, silnie usiecio-
wanych aktyng, a takze tzw. komplekséw adhezji ognisko-
wej (ang. focal complexes). Natomiast Cdc42 ma wptyw na
tworzenie filopodiow, mikrokolcow i kontaktéow adhezyj-
nych (jak w przypadku biatka RhoA) [35]. Biatka Rho re-
guluja wiec strukture, funkcje i przyleganie komérek na-
btonkowych, jak rowniez poruszanie sie komoérek poprzez
wptyw na procesy przebudowy cytoszkieletu aktynowego.
Migracja komdrek odgrywa istotng role w reakcjach odpor-
nosciowych, umozliwiajgc przemieszczanie sie leukocytéw,
ich toczenie po $cianach naczyn krwiono$nych i ekstrawa-
zacje poza ich swiatto [36]. Mechanizm wptywu biatek Rho
na poziom i rodzaj odpowiedzi immunologicznej zwigza-
ny jest z regulacja syntezy czynnikow transkrypcyjnych i
cytokin w komorkach odpornosciowych. Kluczowym mo-
mentem w przypadku tych akurat procesow jest aktywa-
cja NF-kB, centralnego regulatora zaréwno wrodzonej, jak
i nabytej odpowiedzi immunologicznej. Czynnik NF-kB
jest heterodimerem, wystepujagcym w cytoplazmie w pota-
czeniu z inhibitorem 1kB. Aktywacja odpowiednich recep-
toréw prowadzi do fosforylacji inhibitora i jego proteaso-
malnej degradacji, za$ aktywny NF-kB ulega translokacji do
jadra komorkowego, gdzie indukuje ekspresje zaleznych od
siebie genéw. GTPazy Rho indukujg m.in. fosforylacje 1kB,
natomiast biatka RhoA i Rac fosforylujg czynnik NF-kB, co
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jest niezbedne do uzyskania przez niego petnej aktywnosci
[28,37].

Sumarycznie, dziatalno$¢ matych biatek G wptywa na re-
gulacje wielu procesdéw, m.in. migracji komorek, morfoge-
nezy, cytokinezy, fagocytozy, kontaktu komdrek z macierzg
i innymi komorkami, polarnosci komorek, produkcji anio-
nu ponadtlenkowego przez oksydaze NADPH, aktywacji
transkrypcji, cyklu komérkowego, apoptozy i transformacji
[38]. NF-kB jest takze odpowiedzialny za produkcje anty-
apoptotycznych biatek, takich jak Bcl-2 czy IAP (inhibitory
apoptozy) [28].

Patogenne mikroorganizmy wypracowaty dwie podsta-
wowe strategie wptywu toksyn na biatka Rho. Po pierwsze
endocytowane toksyny bakteryjne enzymatycznie, w spo-
séb nieodwracalny na drodze ADP-rybozylacji, glukozyla-
cji lub deaminacji modyfikujg biatka G. Po drugie efektory,
wprowadzane do komérek gospodarza za posrednictwem
TTSS, o strukturze podobnej do biatek regulujgcych aktyw-
no$¢ Rho, GEF czy GAP, modulujg ich aktywno$¢ w sposob
odwracalny [28],

Bezposrednie dziatanie toksyn bakteryjnych na biatka
Rho polega na ich modyfikacji w dwoch kluczowych dome-
nach: ,,switchl" i ,switch2". Te, ktére inaktywujg GTPazy
Rho najczesciej dziatajg na domene ,switchl", ktdra jest od-
powiedzialna za tgczenie GTPaz z ich efektorami (toksyna
LT, ang. lethal toxin Clostridium sordellii czy toksyny TcdA i
TcdB Clostridium difficile). SptP S. enterica natomiast nasla-
duje dziatanie eukariotycznych GAP, inaktywujagc GTPazy
Rac i Cdc42. Obie funkcje z kolei petni egzoenzym S, ExoS
Pseudomonas aeruginosa [28,35]. Inaktywacja Rho prowadzi
do destrukcji cytoszkieletu aktynowego, zmian transkryp-
cji genéw antyapoptotycznych (BCL-2) i w konsekwencji
apoptozy. Czesto celem takiej aktywnosci sg tez limfocyty
T, w ktorych dezorganizacja cytoszkieletu uniemozliwia in-
dukcje apoptozy w komdrkach zainfekowanych patogena-
mi wewnatrzkomdrkowymi [35]. Toksyny dziatajace na do-
mene ,switch2" (np. CNF) wywierajg efekt odwrotny tzn.
blokujg proces apoptozy. Przyktadowo deamidacja GIn63/
GIn6l w tej domenie uniemozliwia hydrolize GTP, zaréw-
no indukowang przez GAP, jak i od niego niezalezng, co
prowadzi do konstytutywnej aktywacji Rho, Rac czy Cdc42.
W nastepstwie sie¢ aktynowa ulega przebudowie, zmienia
sie profil transkrypcji gendw zaleznych od NF-kB, niemozli-
wa jest depolaryzacja bton mitochondrium i uwolnienie zen
cytochromu c, apoptoza jest zablokowana [28].

CNF (ang. cytotoxic necrotizingfactor) to toksyna AB o masie
czasteczkowej okoto 115 kDa, wytwarzana przez wiele pato-
gennych szczepdw E. coli. Domena N-koncowa toksyny wigze
receptor, C-kofAcowa wykazuje aktywnos$¢ enzymatyczna, za$
srodkowy rejon biatka odpowiada za jego translokacje [37].
Toksyna ta modyfikuje biatka z rodziny Rho (Rho, Rac, Cdc42,
z wyjatkiem Ras), prowadzac do ich statej, nieodwracalnej ak-
tywacji. 1zoformy CNF: CNF1 oraz CNF2 (a takze dermone-
krotyzujaca toksyna, DNT Bordetella bronchiseptica) deamiduja
GIn63 biatka RhoA w domenie ,,switch2", blokujgc hydrolize
GTP [35]. W konsekwencji uruchamiane sg liczne szlaki sygna-
towe: aktywacji ulegajg kinazy FAK, Src a takze COX2 (cyklo-
oksygenaza 2) oraz przejsciowo kinaza Jun [14,37],
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Skutkiem dziatania CNF jest wejscie komadrki w stanie
spoczynku w cykl komérkowy poniewaz biatka Rho po-
przez wptyw na poziom cykliny DI oraz inhibitoréw CDK:
p27Kpi i p21QPLprzyczyniajg sie do progresji cyklu komor-
kowego [39], Nie dochodzi jednak do cytokinezy, przez co
powstaja wielojadrowe komérki o charakterystycznie po-
marszczonych btonach (zjawisko tzw. membrane ruffling
powodowane proteasomalng degradacjg Racl wywotang
dziataniem CNF1) [35], Takie wielojadrowe komorki zysku-
ja zdolnosci fagocytarne, jednoczes$nie unikajac apoptozy.
Dziatanie CNF1 jest wiec tez powigzane z aneuploidiag (za-
burzeniem ilosci DNA w jadrze komdrkowym: prawidtowy
zestaw chromosomoéw zostaje zubozony o jeden lub kilka
chromosomow, wskutek nieprawidtowej replikacji i roz-
dzialu materiatu genetycznego do komdrek potomnych),
ktora czesto towarzyszy onkogenezie. Toksyna moduluje
takze procesy autofagii, fenomen pojawiajacy sie czesto w
komaérkach nowotworowych [40]. CNF1 jest wiec poten-
cjalnym czynnikiem transformacyjnym, ktéry pomimo swej
mylnej nazwy promuje przetrwanie komaérki: hamuje apop-
toze, nie powodujac réwnoczesnie katastrofy mitotycznej
(rodzaj $mierci komorek wielojgdrowych ssakéw powsta-
tych wskutek aberrantnej mitozy) [37,40],

Infekcje E. coli (50% stanowig szczepy produkujace CNF)
odpowiedzialne sg za wiekszo$¢ stanéw zapalnych drég
moczowych. Zauwazono rowniez zwigzek infekcji uropa-
togennymi szczepami £. coli (UPEC) z silnymi stanami za-
palnymi prostaty, stad przypuszcza sie, ze CNF i aktywacja
COX2 w trakcie przewlektych infekcji moze przyczyniac sie
do zwiekszonego ryzyka rozwoju nowotworu tego gruczo-
tu. Ryzyko nowotworu w przypadku infekcji dr6g moczo-
wych szczepami wytwarzajacymi CNF wigze sie gtownie ze
zdolnoscig indukcji ekspresji COX2, co jest konsekwencja,
jak wspomniano wyzej, aktywacji biatek Rho oraz proceséw
zwigzanych z aktywacjg NF-kB. Nadekspresja genu COX2
jest odnotowywana w pewnych typach nowotworow [14].
Zmiany ekspresji genéw kodujgcych biatka zaangazowa-
nych w kontrole cyklu komérkowego: cykliny DI, kinazy
CDK2, c-Myc, Rb, p21, p53, podobnie jak genéw kodujacych
cytokiny: IL-ip, TNF, IL-6, EGF, petnigcych czesto funkcje
czynnikéw wzrostu dla komérek nowotworowych zalez-
ne sa wihasnie od tego czynnika transkrypcyjnego. Kontro-
li przez produkty gendw bezposrednio zaleznych od NF-
kB podlegajg tez metaloproteazy MMP, uPA (aktywator
plazminogenu typu urokinazowego), VCAM-1, ICAM-1,
ELAM-1 odpowiedzialne za adhezje komérek. Wszelkie
zmiany w tempie ich syntezy mogga przyczyniac sie do in-
wazji i powstawania przerzutow w dalszych etapach roz-
woju nowotworéw [37], Przedtuzone przetrwanie komérki
potaczone ze zwiekszong adhezjg do sktadnikéw macierzy
moze wrecz promowaé nowotworowy potencjat komérek
nabtonkowych. CNF1 w komérkach nabtonka powoduje
tez powstawanie skomplikowanej sieci wydtuzonych i po-
wigzanych wzajemnie ze sobg mitochondriéow, co zalezne
jest od nadekspresji Bcl-2 [37,41], Dysfunkcja mitochon-
dridw prowadzi do wielu choréb, aw tym nowotworoéw, co
rowniez popiera teze o kancerogennym charakterze CNF.
Czesta cechg zmian nowotworowych zwigzanych ze sta-
nem zapalnym jest tez produkcja reaktywnych form tlenu i
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tlenku azotu (NO), co prowadzi do pojawiania sie kolejnych
mutacji, a w konsekwencji dysfunkcji wielu gendw [37],

Cif (ang. cycle-inhibiting factor) jest toksyng (biatkiem
efektorowym) EPEC i EHEC, kodowang profagowo i prze-
kazywana do komérek docelowych przez TTSS locus LEE
[42], Jest to modutowe biatko, ztozone ze statej domeny
funkcjonalnej i wymiennie wystepujacych sekwencji sygna-
towych: translokacji i sekrecji. Translokacja Cif do komorki
docelowej powoduje Rho-zalezng polimeryzacje widkien
aktynowych oraz powigkszenie jadra komérkowego w wy-
niku zahamowania mitozy. Ten drugi proces jest niezalezny
od biatek Rho, poniewaz ich hamowanie nie znosi blokady
cyklu komérkowego powodowanej przez Cif [18]. Inaczej
niz w przypadku CDT, co opisano nizej, nie obserwuje sie
uszkodzen DNA ifosforylacji histonu H2AX oraz rekrutacji
systemu naprawczego, cho¢ efekt dziatania jest podobny,
dochodzi do zatrzymania cyklu na etapie G2/M. Dziatanie
Cif jest niezalezne od aktywacji punktu kontrolnego uszko-
dzen DNA: ATM/ATR (ang. ataxia telangiectasia mutated/
ataxia telangiectasia and Rad3 related), nie dochodzi do fosfo-
rylacji Chkl i Chk2 (ang. checkpoint kinase 1, 2). Prawdopo-
dobnie brak defosforylacji/aktywacji CDK1 spowodowany
jest zmianami strukturalnymi Cdc25C, ktora pod wptywem
dziatania Cif nie jest zdolna do oddziatywania z CDK1 [42],

TOKSYNY USZKADZAJACE DNA

Odkrycie toksyn bakteryjnych, ktore bezposrednio
uszkadzaja DNA, potwiedzilo, ze toksyny bakteryjne
moga nie tylko wspomagaé¢ powstawanie nowotwordw
poprzez zakldcanie prawidtowego przebiegu procesow
przekazywania sygnatow, ale réwniez inicjowac¢ proces
kancerogenezy. CDT to ztozona toksyna typu AB rozpo-
znana u wielu gramujemnych bakterii (w tym E. coli, Shi-
gella dysenteriae, Campylobacter spp.) [18]. Indukuje ona
wzrost objetoSciowy komérek eukariotycznych oraz pro-
ces apoptozy limfocytéw i monocytéw [43], Toksyny CDT
zbudowane sg z trzech podjednostek; CdtA i CdtC odpo-
wiadajg za rozpoznanie polisacharydowych receptorow
na powierzchni komorek ssakéw, zas CdtB jest biatkiem o
aktywnosci DNazy zawierajgcym motyw NLS (ang. nucle-
ar localization signal), zapewniajacy jej lokalizacje jadrowa
[44], Katalizuje ona powstawanie dwuniciowych pekniec
w DNA w sposdb zalezny od ATM a tym samym hamu-
je cykl komérkowy. Blokada cyklu na poziomie przejscia
G2/M jest zwigzana z akumulacjg ufosforylowanej formy
Cdkl (kinazy zaleznej od cyklin), oddziatujacej z cykli-
ng B [14,18], Co ciekawe, S. entérica sv. Typhi, produkuje
jedynie podjednostke CdtB, co powinno uniemozliwiaé
toksynie wnikniecie do komaérki docelowej (Ryc. 1). Jed-
nakze ostatnio udokumentowano ztozony mechanizm
transportu tej toksyny zwigzany z tworzeniem trimeru
zbudowanego z podjednostki CdtB oraz dwu biatek PItA i
PItB, wykazujacych podobienstwo sekwencji reszt amino-
kwasowych do sekwencji podjednostek toksyny Bordetella
pertussis o aktywnos$ci ADP-rybozylujgcej. Sktadanie tok-
syny ma miejsce w cytoplazmie komérki eukariotycznej.
Nastepnie toksyna transportowana jest do $rodowiska i
ponownie pobierana przez komdrki, posiadajace na po-
wierzchni odpowiednie receptory [43,45].
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Dziatanie CDT prowadzi do formowania aktynowych
witdkien naprezeniowych poprzez aktywacje RhoA. Proces
ten ma miejsce w cytoplazmie, tak wiec sygnaty powstajace
w odpowiedzi na zniszczenia DNA muszg by¢ przenoszo-
ne z jadra komaérkowego. Wiekszosé biatek GEF wykazuje
lokalizacje cytoplazmatyczng. W jadrze komdérkowym zlo-
kalizowane jest RhoA-specyficzne biatko GEF-Netl (ang.
neuroepithelioma transforming gene 1) odpowiadajgce na
stres genotoksyczny w komdrce. Niezbedna dla aktywacji
RhoA pod wptywem CDT jest wiec zmiana lokalizacji Netl
Z jadrowej, gdzie dwuniciowe przerwy w DNA powodujg
defosforylacje Netl w miejscu inhibitorowym (aktywacja),
na cytosolowg [46-47]. RhoA powoduje takze aktywacje
MAPK JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase) i SRF (ang. serum
responsefactor), jak rowniez p38 MAPK, ktora promuje prze-
zycie komorek poddanych dziataniu CDT; chroni ona przed
apoptozg indukowang uszkodzeniami DNA. MK2 (MAPK-
aktywowana kinaza biatkowa 2) jest bezpo$rednim substra-
tem p38 MAPK; w reakcji na dziatanie CDT rowniez docho-
dzi do jej aktywacji. Droga ta moze okaza¢ sie krytyczna w
nowotworach powodowanych chronicznymi infekcjami i
ekspozycjg na niektére toksyny bakteryjne, ktore indukuja
uszkodzenia DNA [46].

KANCEROGENNE TOKSYNY H. PYLORI

Badania epidemiologiczne bezsprzecznie udokumento-
waty, ze ludzie zainfekowani szczepami H. pylori produku-
jacymi aktywng toksyne VacA oraz posiadajagcymi wyspe
patogennosci Cag obarczeni sg wyzszym ryzykiem rozwo-
ju choréb nowotworowych niz ludzie zakazeni szczepami
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Rycina 1. Mechanizm wydzielania/transportu toksyny CDT u Salmonella enterica
sv. Typhi [wg 45]: (1) internalizacja bakterii; (2) ekspresja cdtB oraz pltA i pliB; (3)
wydzielenie kompleksu CdtB/PItA/PItB do $wiatta wakuoli oraz jego , pakowa-
nie" do lipidowych pecherzykéw transportujacych; (4) eksport kompleksu poza
komérke; (5) wnikanie toksyny do komdrek niezainfekowanych, gdzie ujawnia
sie jej enzymatyczna aktywno$¢ DNAzy.
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nieposiadajgcymi tych czynnikéw wirulencji. Molekularny
mechanizm tych zjawisk pozostaje nadal nie w petni wyja-
$niony. Profil ekspresji genéw komoérek nabtonkowych zo-
tadka po kontakcie ze szczepami cagA+PAl lub cagA, ana-
lizowany przy zastosowaniu mikropaneli cDNA, wykazuje
znaczace roznice. Dotyczg one gtownie ekspresji genow
zwigzanych z procesami apoptozy i regulacji cyklu komor-
kowego [48]. Ostatnio udokumentowano wptyw infekcji
H. pylori na procesy metylacji genéw komorek eukario-
tycznych. Te zmiany epigenetyczne, w szczeg6lnosci mety-
lacja skupisk nukleotydéw CpG w regionach promotorow
genéw supresoréw nowotworowych doprowadzajgca do
obnizenia lub catkowitego zahamowania ich transkrypcji,
ma niewatpliwie wptyw na rozwoj choroby nowotworowej.
Mechanizm w jaki sposéb infekcja H. pylori doprowadza
do rozregulowania proceséw metylacji nukleotydéw w ko-
morkach eukariotycznych jak dotad nie zostat wyjasniony.
Przypuszcza sie, ze zaburzenia indukowane sg przewle-
ktym stanem zapalnym. Podwyzszony poziom metylacji
zaindukowany infekcjg dotyczy wielu genéw w genomie
komorek gospodarza, nie tylko genéw supresor6w nowo-
tworowych. Dodatkowo istniejg geny nie podlegajgce temu
procesowi [49-51],

Biatko CagA (ang. cytotoxin associated antigen A) H. pylori
dostarczane jest do komdrki docelowej poprzez TFSS, zbu-
dowany z biatek strukturalnych kodowanych przez geny
wyspy patogennosci (PAI, ang. pathogenicity island) Cag.
CagA to 128-146 kDa efektor tego systemu, kodowany réow-
niez w obrebie wspomnianej wyspy genomowej. Wiekszo$¢
szczepoOw izolowanych od pacjentéw niesie w genomie wy-
spe i koduje CagA [52]. CagA jest biatkiem wielofunkcyj-
nym, modulujgcym wiele szlakow przekazywania sygna-
téw (Rys. 2) w sposéb zalezny lub nie zalezny od jego fos-
forylacji. Niektore indukowane efekty sg skutkiem stymula-
cji/lzahamowania kilku szlakéw przekazywania sygnatow.
Na terenie komorki docelowej reszta tyrozyny motywu/éw
EPIYA CagA ulega fosforylacji przez kinaze Src, co nadaje
jej powinowactwo do bton komérkowych. W tej lokaliza-
cji oddziatuje z komérkowymi fosfatazami tyrozynowymi
SHP-2 (dzieki obecnosci w nich charakterystycznej domeny
SH2) [53]. Biatka tej rodziny odgrywajg istotng role w regu-
lacji wzrostu iruchliwos$ci komérek, a zaktdcenie ich dziata-
nia prowadzi do wielu schorzen, w tym nowotworow, stad
nazywa sie je onkoproteinami. Zmiana konformacji SHP-2
stymuluje szlak przekazywania sygnatu MAP/MEK/ERK,
co prowadzi do zmian morfologii komorki (tzw. fenotyp
kolibra, ang. hummingbird, wydtuzenie komérki), zmian
cytoszkieletu oraz zmian w ruchliwosci komérek [6,7]. Gen
cagA charakteryzuje sie silnym polimorfizmem. Dotyczy
on gtownie liczby i sekwencji reszt aminokwasowych sa-
siadujgcych z motywami fosforylacji zlokalizowanych w C-
koncowej domenie CagA. Szczepy izolowane od pacjentow
z USA, zachodniej Europy oraz Australii (tzw. typ zachodni;
Western type) zawierajgce inny uktad motywoéw fosforylacji
niz szczepy typu wschodnioazjatyckiego (East-Asian type),
infekujgce mieszkancéw Chin, Korei i Japonii [14,54]. W
obu typach CagA wystepujg motywy EIPY-A i_-B (miejsce
oddziatywania z kinazg Csk, patrz nizej), podczas gdy typ
zachodni zawiera dodatkowo jeden lub wiecej motywow
EIPY-C a typ wschodni CagA jeden lub wiecej motywow
EIPY-D. R6znorodnos$¢ wariantéw biatka CagA rdznigcych
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Rycina 2. CagA - biatko efektorowe H. pylori. Wptyw na funkcjonowanie komérki nabtonka zotagdka [wg 70]: (1) dostarczenie CagA poprzez T4SS; (2) asocjacja CagA z
biatkami JAM iZO-1 niezaleznie od fosforylacji tyrozynowej; (3) fosforylacja tyrozyny motywu EPIYA CagA przez Src; (4) aktywacja Csk i negatywne sprzezenie zwrotne:
dezaktywacja Src; (5) defosforylacja ezryny i kortaktyny w wyniku zahamowania aktywnos$ci Src - zmiany morfologii i ruchliwo$ci komérki; (6) ufosforylowane CagA
aktywuje SHP-2; (7) asocjacja CagA z receptorem c-Met oraz PLCy; (8) stymulacja aktywnosci kinazy ERK dzigki SHP-2.

sie powinowactwem wzgledem SHP-2, wystepujaca pomie-
dzy szczepami wschodnioazjatyckimi a zachodnimi korelu-
jetez ze zmienng liczbg zachorowan na raka zotgdka w tych
regionach; zdecydowanie wiecej przypadkéw obserwuje
sie whasnie w Azji [54-55], CagA oddziatuje tez z kinazg
C-koncowej domeny Src (Csk), ktére dzieki temu ulega ak-
tywacji i staje sie zdolne do deaktywacji kinazy Src. Mecha-
nizm ten, redukujgc poziom fosforylacji samego CagA, wy-
cisza zwigzane z nim procesy przekazywania sygnatu [18].
Wykazano réwniez zdolno$¢ CagA do oddziatywania z
innymi czgstkami sygnatowymi, tj. Grb2 (ang. growth factor
receptor hound 2) oraz receptorem czynnika wzrostu c-Met.
Ten proces nie wymaga fosforylacji CagA. Oddziatywanie
to skutkuje rozproszeniem komorek, prowadzac do fenoty-
pu podobnego do tego wywotywanego przez HGF (czynnik
wzrostu hepatocytéw, tzw. ,,scatter factor"), ktéry uczestni-
czy m.in. w procesie metastazy [7, 56-57].

CagA bierze udziat w aktywacji kilku czynnikéw trans-
krypcyjnych miedzy innymi z rodziny NFAT (ang. nuc-
lear factor of activated T cells). NFAT, podobnie jak NF-kB,
tez aktywowany infekcjg H. pylori poprzez oddziatywanie
fragmentow peptydoglikanu z cytoplazmatycznymi recep-
torami biatkami NODI (ang. nucleotide-binding oligomeri-
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zation domain protein), w cytoplazmie wystepuje w formie
nieaktywnej, ufosforylowanej. Defosforylacja czynnika
przez kalcyneuryne, fosfataze Caz/kalmodulino-zalezng,
aktywowang posrednio przez dziatanie PLCy, umozliwia
jego translokacje do jadra komorkowego. Proces ten wywo-
tuje aktywacje transkrypcji wielu genoéw takich jak np. p21
i COX2. Biatko p21, bedace inhibitorem Cdk, powoduje za-
trzymanie cyklu komdrkowego na poziomie G1 [57], Innym
czynnikiem transkrypcyjnym ktdrego ekspresja modulowa-
na jest przez biatko CagA jest czynnik TCF (ang. f-catenin
T-cell factor). CagA oddziatujagc z C-koncowym fragmen-
tem E-kadheryny destabilizuje kompleks tej adhezyny z
P-katening i rozregulowuje zalezng od tych oddziatywan
Sciezke sygnatowg [55], Istotne znaczenie w indukcji zmian
nowotworowych przez CagA ma jego oddziatywanie z
kinazg PAR1/MARK (ang. partititioning-defective/microtu-
bule affinity regulating kinase) biatkiem odpowiedzialnym
za polarno$¢ komérek nabtonkowych. Zablokowanie jego
aktywnos$ci doprowadza do rozluznienia Scistych potgczen
miedzy komdrkami nabtonka i utraty ich polarnosci [55,58].
Ostatecznych dowoddéw potwierdzajgcych, ze CagA jest
bakteryjng onkoproteing dostarczyto wyhodowanie trans-
genicznych myszy wytwarzajacych dwa rodzaje biatka
CagA: biatko typu dzikiego i biatko zmutowane nie pod-
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legajace procesowi fosforylacji. U zwierzat produkujacych
dziki typ CagA zaobserwowano nagromadzanie zmian no-
wotworowych tkanki nabtonkowej zotgdka ijelit [59],

Gen kodujacy biatko VacA jest obecny w genomach wszyst-
kich izolowanych szczepéw H. pylori, cho¢ u okoto 50% szcze-
poéw kodowane biatko nie ma wtasciwos$ci cytotoksycznych.
Stwierdzono, ze w szczepach Tox', ktére nie indukujg waku-
olizacji komorek eukariotycznych, transkrypq'a genu imcA za-
chodzi na duzo nizszym poziomie niz w szczepach fenotypo-
wo Tox+[60]. Wérod wszystkich szczepoéw H. pylori sekwencja
reszt aminokwasowych koncow biatka: karboksylowy i ami-
nowy sg zachowane w ewolucji. Znaczng zmienno$¢ wykazu-
ja sekwencja sygnatowa: s (3 allele: sla, slb, s2) oraz centralny
rejon biatka: m (ang. middle region) - 4 rodzaje: ml, m2, ml* i
ml*-m2 [61]. Ponadto zidentyfikowano ostatnio trzeci zmien-
ny rejon: i (ang. intermediate region), wystepujacy w dwoch for-
mach: il oraz i2, z czego il wydaje sie by¢ zwigzana z wyste-
powaniem wrzodéw zotgdka [62]. Wsér6d badanych pod tym
wzgledem szczepdw H. pylori odnaleziono wszystkie mozliwe
kombinacje genotypu genu vacA oprécz s2/ml. Szczepy po-
siadajace genotyp vacA sla odpowiedzialne sg za najsilniejsze
reakcje ze strony uktadu immunologicznego cztowieka. Od
pacjentéw ze zmianami nowotworowymi najczesciej izolowa-
ne sg szczepy z allelem vacA sl/ ml, ktére wykazujg wiekszg
cytotoksyczno$é niz wariant sI/m 2 [63]. Biatko produkowane

. VacA
H. pylori

przez szczepy o genotypie vacA s2/m2 nie wykazuje aktywno-
sci cytotoksycznej [64],

Toksyna VacA H. pylori, nalezgca do grupy biatek auto-
transporterow (V typ sekrecji) ma strukture homomulti-
meru. Produkowana jest w postaci 140 kDa prekursora za-
wierajacego sekwencjg sygnatowga, witasciwg toksyne oraz
C-koricowg domene odpowiedzialng za transport biatka
przez btone zewnetrzng komorki. Pozakomérkowa VacA to
biatko o wielko$ci 95 kDa, sktadajgce sie z 6 do 7 podjed-
nostek. W tej formie za posrednictwem podjednostki p58,
rozpoznajacej eukariotyczny receptor, wigze sie z btong
komérki docelowej. Po oligomeryzacji z podjednostka p37,
dojrzate biatko ulega internalizacji na drodze endocytozy
[65]. Pojawienie sie toksyny w komdrce powoduje szybkie
powstawanie wakuoli, charakteryzujacych sie niskim pH
oraz obecnos$cig markeréw po6znych endosomow i lizoso-
mow. VacA tworzac anionoselektywne pory w btonach li-
pidowych, zaburza ich potencjat i powoduje naptyw do wa-
kuoli duzych ilosci wody. N-koncowa domena VacA wigze
sie prawdopodobnie réwniez z pompami protonowymi
ATPaz w wodniczkach, co skutkuje wakuolizacjg catej ko-
morki [14]. Zmiana przepuszczalnosci bton ma tez wptyw
na zwiekszenie transepitelialnej i transbtonowej dyfuzji
mocznika (Ryc. 3).
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Rycina 3. VacA - toksyna wakuolizujaca H. pylori. Efekty dziatania na komérki nabtonka uktadu pokarmowego: apoptoza, indukq'a szlakéw przekazywania sygnatéow
prowadzacych do produkcji cytokin prozapalnych, zmiany przepuszczalnos$ci bton lipidowych.
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W komérkach oktadzinowych VacA doprowadza do
permeabilizacji szczytowej czesci btony, wptywajgc na
zdolnos$ci wydzielnicze tych komorek, indukujac hipo-
chlorhydrie (niedokwasnos$¢ zotlgdka). Naptyw zewng-
trzkomdérkowych jonéw wapnia do komorki powoduje
aktywacje kalpainy i za jej sprawg proteolize ezryny, kto-
ra zostaje uwolniona z btony komérkowej. Hamowanie
wydzielania kwasu solnego odbywa sie poprzez zabloko-
wanie oddziatywan cytoszkieletu z apikalng btong. Dzia-
tanie tej toksyny dotyczy tez ingerencji w cykl komdérko-
wy komorek nabtonka zotgdka. Zatrzymuje sie on w fazie
Gl, gtéwnie za sprawg wzrostu ekspresji gendéw p53, p21
oraz Bax, obnizeniem poziomu cyklin fazy G| oraz fos-
forylacji Rb [18]. VacA indukuje tez apoptoze komorek
przez aktywacje jej mitochondrialnych szlakow. Domena
N-kohcowa VacA kieruje sie do mitochondrium, gdzie
doprowadza do uwolnienia cytochromu ci aktywacji ka-
spazy 3. Uniemozliwienie proliferacji limfocytow T CD4+
moze tworzy¢ bakteriom lokalng strefe immunosupresji
w btonie $luzowej zotadka, co ,pomaga"™ w ustanowie-
niu chronicznej infekcji [14]. VacA hamuje ponadto au-
tokrynng stymulacje miedzy IL-2 a jej receptorem, unie-
mozliwia translokacje do jadra komérkowego NFAT. W
ten spos6b negatywnie regulowana jest synteza zaréwno
IL-2, jak i jej receptora [18,57], Antagonistyczne dziata-
nie w stosunku do CagA wigze sie z blokowaniem de-
fosforylacji NFAT przez kalcyneuryne: enzym ten nie jest
aktywowany, gdyz zasoby jonéw wapnia nie moga ulec
odpowiedniej mobilizacji ze wzgledu na rozregulowanie
depolimeryzacji bton w komérce. Pozytywna lub nega-
tywna regulacja aktywnos$ci NFAT przez rézne szczepy
patogenu moze odpowiadac za r6znorodnos$¢ indukowa-
nych objawoéw chorobowych.

Wspdlne dziatanie obu toksyn H. pylori na komérki na-
btonka zotgdka moze prowadzi¢ do zaktocen procesow ich
wzrostu, a w konsekwencji takze i transformacji [57], Po-
parciem tej tezy jest statystyczna zalezno$¢ miedzy liczba
zachorowan na raka zotadka a fenotypem szczepdéw wywo-
tujacym powazne objawy chorobowe: wiekszo$¢ z nich ma
fenotyp CagA+i VacA+

INNE MECHANIZMY DZIALANIA BAKTERYJNYCH
TOKSYN - AKTYWNOSC PROTEOLITYCZNA

BFT (fragilizyna), 20 kDa toksyna enterotoksycznych
szczepOw Bacteroides fragilis (ETBF) bedacych czynnikiem
etiologicznym zaréwno ostrych, jak i chronicznych sta-
now zapalnych bton $luzowych jelita (IBD, ang. inflama-
tory bowel disease) jest metaloproteinazg zalezng od cynku,
niszczacg E-kadheryne, biatko niezbedne w utrzymaniu
oddziatywan miedzy komdrkami eukariotycznymi [66],
Jej dziatanie prowadzi do rozluznienia potgczen miedzy-
komorkowych i indukcji szlaku sygnatowego TCF. BFT
oddziatuje z cytoszkieletem przez a- i p-kateniny, ktore
zwykle tworzg kompleksy z cytoplazmatyczng domeng
E-kadheryny oraz aktyng. Degradacja E-kadheryny przez
BFT stymuluje translokacje do jadra komdrkowego cyto-
plazmatycznej P-kateniny. Ten szlak sygnatowy prowadzi
do wzmozonej ekspresji c-myc i genu kodujacego cykline
D, co w konsekwencji wspomaga proliferacje komérek za-
lezng od TCF [14,67],
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Toksyna ta takze indukuje synteze COX2 oraz prostaglan-
dyny E(2), PGE(2), ktéra wraz z C-AP2 (ang. cellular inhibitor
of apoptosis 2) hamuje proces apoptozy we wczesnej fazie
ekspozycji na dziatanie toksyny. Procesy te regulowane sg
przez p38 MAPK [68], Takie ,,odsuniecie w czasie" apopto-
tycznej Smierci komdrki umozliwia jej zainicjowanie stanu
zapalnego. Wazng cechg BFT, zwigzang takze ze stanem
zapalnym, jest indukcja syntezy IL-8: chemoatraktanta neu-
trofili. Produkcja IL-8 moze odbywac sie za posrednictwem
trzech réznych, aczkolwiek powigzanych ze sobg szlakéw
rozpoczynajacych sie od MAPK iangazujacych kinazy tyro-
zynowe iczynnik transkrypcyjny NF-kB. MAPK przekazujg
sygnat indukowany stresem i czynnikami wzrostowymi z
powierzchni komérki do jej jadra poprzez udziat ERK, p38
i JNK. W tym przypadku wystepuje tez stymulacja sygna-
téw prowadzaca do NF-kB i niezalezna od MAPK. Infekcje
B. fragilis przyczyniajace sie do przewlektych stanéw zapal-
nych jelit moga predysponowa¢ do rozwoju raka. Udziat
BFT w tym procesie jest prawdopodobny [69],

PODSUMOWANIE

Dane epidemiologiczne dostarczajg coraz wiecej danych
dotyczacych zwigzku przewlektych infekcji bakteryjnych
z procesami kancerogenezy. Jednakze molekularne me-
chanizmy tych zjawisk, nawet w przypadku tak doktadnie
juz scharakteryzowanych infekcji H. pylori pozostajg nie do
konca wyjasnione. Pomimo, ze znamy czynniki wirulencji
H. pylori, nie potrafimy doktadnie wskazac tego (tych), ktére
majg bezposrednie i najwieksze znaczenie w nowotworze-
niu. Dopiero rok temu wykazano, ze biatko CagA jest on-
koproteing. Ponadto identyfikujemy produkty bakteryjne,
bedace potencjalnie czynnikami kancerogennymi, cho¢ cza-
sem wytwarzajace je mikroorganizmy nie sa wigzane epide-
miologicznie z rozwojem nowotworéw.

Waznym mechanizmem wydaje sie by¢ wptyw patoge-
néw na szlaki przekazywania sygnatu w komdrkach euka-
riotycznych. Zaburzenie réwnowagi w naszych komérkach:
zmiana regulacji ich wzrostu, r6znicowania, apoptozy moze
prowadzi¢ zaréwno do ich $mierci, jak i unieSmiertelnienia,
powstawania nowotworu. Szczeg6lnie waznym etapem dla
przezycia patogenéw wewngtrzkomoérkowych jest wywo-
tanie chronicznego stanu zapalnego i utrzymanie komorki
gospodarza przy zyciu, uniewrazliwienie jej na naturalne
mechanizmy regulacyjne. Zmiany tak powstate mogg przy-
pominac kolejne etapy kancerogenezy, a po zastosowaniu
antybiotykéw ulega¢ nawet catkowitej remisji. Ogdlnie
wnioskowaé mozna, iz przewlekty stan zapalny, wywotany
infekcja bakteryjng, moze zaktéca¢ normalne Sciezki sygna-
towe w komoérkach eukariotycznych, a tym samym inicjo-
wac lub promowaé rozw6j nowotwordéw.

H. pylori nie jest jedynym przykiadem bakterii powo-
dujacej nowotwory, ale najlepiej udokumentowanym. Co-
raz wiecej wiadomo rowniez o patogenezie Bartonella sp.
bakterii indukujgcej zmiany podobne do proceséw angio-
genezy. Poznawana jest rola wielu toksyn bakteryjnych w
procesach nowotworzenia. Biatka te czesto zaktdcaja szlaki
przekazywania sygnatéw w komdrkach eukariotycznych.
Niektore z nich mogg bezposrednio uszkadza¢ DNA. Klu-
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czowe znaczenie ma wptyw toksyn na GTPazy Rho, gtéwne
.przetaczniki" sygnalizacyjne w naszych komérkach, czego
efektem sg zmiany w organizacji cytoszkieletu, ruchliwosci
i morfologii komdrek oraz modulowanie proceséw apopto-
zy. Zaburzenie wyzej wymienionych proceséw niewatpli-
wie moze przyczynia¢ sie do transformacji komorek. Pomi-
mo, ze do rozwoju raka niezbedne sg takze ,sprzyjajace"
okolicznosci ze strony organizmu cztowieka i warunkéw
srodowiskowych, coraz trudniej wykluczy¢ role bakteryj-
nych infekcji jako istotnych czynnikéw ryzyka chordb no-
wotworowych.

PISMIENNICTWO

1

10.

11

1

N

1

w

14.

15.

16.

17.

18.

1

2

©

o

Lax AJ, Thomas W (2002) How could bacteria cause cancer: one step at
atime. Trends Microbiol 10: 293-299

Kuper H, Adami HO, Trichopoulos D (2002) Infections as a major pre-
ventable cause of human cancer. J Intern Med 248:171-183

Marshall BJ, Warren JR (1984) Unidentified curved bacilli in the sto-
mach of patients with gastritis and peptic ulceration. Lancet 1:1311-
1315

taszewicz W (2004) Wyniki badan nad zakazeniem Helicobacter pylori.
Trans Humana - Wydawnictwo Uniwersyteckie, Biatystok

Perez-Perez GI, Rothenbacher D, Brenner H (2004) Epidemiology of
Helicobacter pylori infection. Helicobacter 9:1-6

Shajan P, Beglinger C (2007) Helicobacter pylori and gastric cancer: the
causal relationship. Digestion 75: 25-35

Kusters JG, van Vliet AH, Kuipers EJ (2006) Pathogenesis of Helicobac-
ter pylori infection. Clin Microbiol Rev 19:449-490

Amieva MR, EI-Omar EM (2008) Host-bacterial interactions in Helico-
bacter pylori infection. Gastroenterology 134: 306-323

Ferreira AC, Isomoto H, Moriyama M, Fujioka T, Machado JC, Yama-
oka Y (2008) Helicobacter and gastric malignancies. Helicobacter 1. 28-
4

Vogelmann R, Amieva MR (2007) The role of bacterial pathogens in
cancer. Curr Opin Microbiol 10: 76-81

Rao VP, Poutahidis T, Ge Z, Nambiar PR, Boussahmain C, Wang YY,
Horwitz BH, Fox JG, Erdman SE (2006) Innate immune inflammatory
response against enteric bacteria Helicobacter hepaticus induces mam-
mary adenocarcinoma in mice. Cancer Res 66: 7395-7400

. Pellicano R, Menard A, Rizetto M, Megraud F (2008) Helicobacter spe-

cies and liver diseases: association or causation? Lancet Infect Dis 8:
254-260

. Shukla VK, Singh H, Pandey M, Upadhyay SK, Nath G (2000) Carcino-

ma of the gallbladder - is ita sequel of typhoid? Dig Dis Sci 45:900-903

Lax AJ (2005) Bacterial toxins and cancer - a case to answer? Nat Rev
Microbiol 3: 343-349

Haghjoo E, Galan JE (2004) Salmonella typhi encodes a functional cyto-
lethal distending toxin that is delivered into host cells by a bacterial-
intemalization pathway. Proc Natl Acad Sci USA 101:4614-4619

World Health Organization.: Water-related diseases. Typhoid and
paratyphoid eneteric diseases, http://www.who. int/water_sanita-
tion_health/diseases/typhoid/en (2005)

Lecuit M, Abachin E, Martin A, Poyart C, Pochart P, Suarez F, Ben-
goufa D, Feuillard J, Lavergne A, Gordon JI, Berche P, Guillevin L,
Lortholary O (2004) Immunoproliferative small intestinal disease asso-
ciated with Campylobacterjejuni. N Engl J Med 350: 239-248

Oswald E, Nougayrede JP, Taieb F, Sugai M (2005) Bacterial toxins that
modulate host cell-cycle progression. Curr Opin Microbiol 8:83-91
Anttila TI, Lehtinen T, Leinonen M, Bloigu A, Koskela P, Lehtinen
M, Saikku P (1998) Serological evidence of an association between
chlamydial infections and malignant lymphomas. Br J Haematol 103:
150-156

Laurila AL, Anttila T, Laara E, Bloigu A, Virtamo J, Albanes D, Lei-
nonen M, Saikku P (1997) Serological evidence of an association be-

398

21

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

3L

33.

34.

3

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

a1

tween Chlamydia pneumoniae infection and lung cancer. Int J Cancer
74: 31-34

You C, Ryu M, Huh J, Park JO, Kang H, Ahn H i inni (2005) Ocular
adnexal lymphoma is highly associated with Clarnydia pstittaci. Eur J
Cancer 3: 982

Bavoil PM, Hsia R, Ojcius DM (2000) Closing in on Chlamydia and its
intracellular bag of tricks. Microbiology 146: 2723-2731

Atickan S, Koksal D, Unsal E, Aksaray S, Berktas B (2007) Association
of chronic Chlamydia pneumoniae infection and the risk of lung cancer.
Tur Resp J8:15-18

Koskela P, Anttila T, Bjorge T, Brunsving A, Dillner J (2000) Chlamydia
trachomatis infection as a risk factor for invasive cervical cancer. IntJ
Cancer 85: 35-39

Huang S, LiJ, Wu J, Meng L, Shou C (2001) Mycoplasma infections
and different human carcinomas. World J Gastroenterol 7: 266-269

Luperchio SA, Schauer DB (2001) Molecular pathogenesis of Citrobac-
ter rodentium and transmissible murine colonic hyperplasia. Microbes
Infect 3:333-340

Smith DGE, Lawson GHK (2001) Lawsonia intracellularis: getting in-
side the pathogenesis of proliferative enteropathy. Vet Microbiol 82:
331-345

Fiorentini C, Falzano L, Travaglione S, Fabbri A (2003) Hijacking Rho
GTPases by protein toxins and apoptosis: molecular strategies of pa-
thogenic bacteria. Cell Death Differ 10:147-152

Harmey D, Stenbeck G, Nobes CD, Lax AJ, Grigoriadis AE (2004)
Regulation of osteoblast differentiation by Pasteurella mulocida toxin
(PMT): a role for Rho GTPase in bone formation. J Bone Miner Res
19: 661- 670

Rozengurt E, Higgins T, Chanter N, Lax AJ, Staddon JM (1990) Pasteu-
rella multocida toxin: potent mitogen for cultured fibroblasts. Proc Natl
Acad Sci USA 87:123-127

Kitadokoro K, Kamitani S, Miyazawa M, Hanajima-Ozawa M, Fukui
A, Miyake M, Hiriguchi Y (2007) Crystal structures reveal a thiol pro-
tease-like catalytic triad in the C-terminal region of Pasteurella multoci-
da toxin. Proc Natl Acad Sci USA 104: 5139-5144

. Pullinger GD, Lax AJ (2007) Histidine residues at the active site of Pa-

steurella multocida toxin. The Op Biochem J 1: 7-11

Preuss I, Kurig B, Niimberg B, Orth JH, Aktories K (2009) Pasteurella
multocida toxin activates Gbetagamma dimers of heterotrimeric G pro-
teins. K Cell Signal 21: 551-558

Higgins TE, Murphy AC, Staddon JM, Lax AJ, Rozengurt E (1992) Pa-
steurella multocida toxin is a potent inducer of anchorage-independent
cell growth. Proc Natl Acad Sci USA 89: 4240-4244

Aktories K, Barbieri JT (2005) Bacterial cytotoxins: targeting eukaryotic
switches. Nat Rev Microbiol 3: 397-410

Vestweber D (2007) Molecular mechanisms that control leukocyte
extravasation through endothelial cell contacts. Ernst Schering Found
Symp Proc 3:151-167

Travaglione S, Fabbri A, Fiorentini C (2008) The Rho-activating CNF1
toxin from pathogenic E. coli: a risk factor for human cancer develop-
ment? Inf Agents and Cancer 3:1-9

Bustelo XR, Sauzeau V, Berenjeno IM (2007) GTP-binding proteins of
the Rho/Rac family: regulation, effectors and function in vivo. Bioes-
says 29: 356-370

Coleman ML, Marshall CJ, Olson MF (2004) RAS and RHO GTPases in
Gl-phase cell-cycle regulation. Nat Rev Mol Cell Biol 5: 355-366

Malomi W, Fiorentini C (2006) Is the Rac GTPase-activating toxin
CNF1 a smart hijacker of host cell fate? FASEB J 20: 606-609

Giamboi Miraglia A, Travaglione S, Meschini S, Falzano L, Matarre-
se P, Quaranta MG, Viora M, Fiorentini C, Fabbri A (2007) Cytotoxic
necrotizing factor 1 prevents apoptosis via the Akt/lkappaB kinase
pathway: role of nuclear factor-kappaB and Bcl-2. Mol Biol Cell 18:
2735-2744

Taieb F, Nougayrede JP, Watrin C, Samba-Louaka A, Oswald E (2006)
Escherichia coli cyclomodulin Cifinduces G2 arrest of the host cell cycle
without activation of the DNA-damage checkpoint-sygnalling path-
way. Cell Microbiol 8:1910-1921

www.postepybiochemii.pl


http://www.who
http://www.postepybiochemii.pl

43.

44.

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Spano S, Galan JE (2008) A novel pathway for exotoxin delivery by an
intracellular pathogen. Curr Opin Microbiol 11:15-20

Tejero ML, Galan JE (2000) A bacterial toxin that controls cell cycle
progression as a deoxyribonuclease I-like protein. Science 290: 354-357

Spano S, Ugalde JE, Galan JE (2008) Delivery of a Salmonella Typhi
exotoxin from a host intracellular compartment. Cell Host Microbe 3:
30-38

Guerra L, Carr HS, Richter-Dahlfors A, Masucci MG, Thelestam M,
Frost JA, Frisan T (2008) A bacterial cytotoxin identifies the RhoA
exchange factor Netl as a key effector in the response to DNA damage.
PloS ONE 3: e2254

Schmidt A, Hall A (2002) The Rho Exchange Factor Netl is regulated
by nuclear sequestration. J Biol Chem 277:14581-14588

Naumann M, Crabtree JE (2004) Helicobacter pylori epithelial cell signa-
ling in gastric carcinogenesis. Trends Microbiol 12: 29-36

Ushijima T, Nakajima T, Maekita T (2006) DNA methylation as a mar-
ker for the past and future. JGastroenterol 41: 401-407

Ushijima T (2007) Epigenic field for cancerization. J Biochem Mol Biol
31:142-150

Nakajima T, Enomoto S, Ushijima T (2008) DNA methylation: a mar-
ker for carcinogen exposure and cancer risk. Environ Health Prev Med
13: 8-15

Tang RX, Luo DJ, Sun AH, YanJ (2008) Diversity of Helicobacter pylori
isolates in expression of antigens and induction of antibodies. World J
Gastroenterol 14:4816-4822

Stein M, Bagnoli F, Halenbeck R, Rappuoli R, Fantl WJ, Covacci A
(2002) c-Src/Lyn kinases activate Helicobacter pylori CagA through
tyrosine phosphorylation of the EPIYA motifs. Mol Microbiol 43: 971-
980

Azuma T, Yamazaki S, Yamakawa A, Ohtani M, Muramatsu A, Suto
H, Ito Y, Dojo M, Yamazaki Y, Kuriyama M, Keida Y, Higashi H, Ha-
takeyama M (2004) Association between diversity in the Src homology
2 domain-containing tyrosine phosphatase binding site of Helicobacter
pylori CagA protein and gastric atrophy and cancer. J Inf Dis 189: 820-
827

Hatakeyama M (2008) SagA of CagA in Helicobacter pylori pathogene-
sis. Curr Opin Microbiol 11: 30-37

Franke R, Muller M, Wundrack N, Gilles ED, Klamt S, Kahne T, Na-
umann M (2008) Host-pathogen systems biology: logical modelling of
hepatocyte growth factor and Helicobacter pylori induced c-Met signal
transduction. BMC Syst Biol 14: 2-4

Yokoyama K, Higashi H, Ishikawa S, Fujii Y, Kondo S, Kato H, Azuma
T, Wada A, Hirayama T, Aburatani H, Hatakeyama M (2005) Func-
tional antagonism between Helicobacter pylori CagA and vacuolating

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

toxin VacA in control of the NFAT signaling pathway in gastric epithe-
lial cells. Proc Natl Acad Sei USA 102: 9661-9666

Zeaiter Z, Cohen D, Musch A, Bagnoli F, Covacci A, Stein M (2008)
Analysis of detergent-resistant membranes of Helicobacter pylori infec-
ted adenocarcinoma cells reveals a role for MARK?2/Parlb in CagA-
mediated disruption of cellular polarity. Cell Microbiol 10: 781-794

Ohnishi N, Yuasa H, Tanaka S, Sawa H, Miura M, Matsui A, Higa-
shiH, Musashi M, Iwabuchi K, Suzuki M, Yamada G, Azuma T, Ha-
takeyama M (2008) Transgenic expression of Helicobacter pylori CagA
induces gastrointestinal and hematopoietic neoplasms in mouse. Proc
Natl Acad Sei USA 105:1003-1008

Forsyth MH, Atherton JC, Blaser MJ, Cover TL (1998) Heterogeneity in
levels of vacuolating cytotoxin gene (vacA) transcription among Heli-
cobacter pylori strains. Infect Immun 66: 3088-3094

van Doom LJ, Figueiredo C, Sanna R, Pena S, Midolo P, Ng EK, Ather-
ton JC, Blaser MJ, Quint WG (1998) Expanding allelic diversity of Heli-
cobacter pylori vacA. J Clin Microbiol 36: 2597-2603

Rhead JL, Letley DP, Mohammadi M, Hussein N, Mohagheghi MA,
Eshagh Hosseini M, Atherton JC (2007) A new Helicobacter pylori va-
cuolating cytotoxin determinant, the intermediate region, is associated
with gastric cancer. Gastroenterology 133: 926-936

Yamaoka Y, Kato M, Asaka M (2008) Geographic differences in gastric
cancer incidence can be explained by differences between Helicobacter
pylori strains. Inter Med 47:1077-1083

Letley DP, Rhead JL, Twells RJ, Dove B, Atherton JC (2003) Determi-
nants of non-toxicity in the gastric pathogen Helicobacter pylori. J Biol
Chem 278: 26734-26741

Telford JL, Ghiara P, Dell'Oreo M, Comanducci M, Burroni D, Bugnoli
M, Tecce MF, Censini S, Covacci A, Xiang Z (1994) Gene structure of
the Helicobacter pylori cytotoxin and evidence of its key role in gastric
disease. J Exp Med 179:1653-1658

Sears CL (2001) The toxins of Bacteroides fragilis. Toxicon 39: 1737-
1746

Wu S, Rhee K, Zhang M, Franco A, Sears CL (2007) Bacteroides fragilis
toxin stimulates intestinal epithelial cell shedding and -secretase de-
pendent E-cadherin cleavage. J Cell Sei 120:1944-1952

Kim JM, Lee JY, Kim YJ (2008) Inhibition of apoptosis in Bacteroides
fragilis enterotoxin-stimulated intestinal epithelial cells through the
induction of c-IAP-2. Eur J Immunol 38: 2190-2199

Wu S, Powell J, Mathioudakis N, Kane S, Fernandez E, Sears CL (2004)
Bacteroides fragilis enterotoxin induces intestinal epithelial cell secre-
tion of interleukin-8 through mitogen-activated protein kinases and a
tyrosine kinase-regulated nuclear factor kappa B pathway. Infect Im-
mun 72: 5832-5839

Bourzac KM, Guillemin K (2005) Helicobacter pylori-host cell interac-
tions mediated by type IV secretion. Cell Microbiol 7: 911-919

The influence of bacterial toxins on the carcinogenesis
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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. pylori 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 which interfere with various host signal transduction pathways, deregulate processes of cell division, proliferation and differentiation
and modulate apoptosis. Some toxins cause even direct DNA damage. This review discuss the potential links between action of bacterial
toxins and cancer.
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STRESZCZENIE

szystkie organizmy posiadaja mechanizmy zapewniajace oporno$¢ na zwiazki arsenu
Wobecne w $§rodowisku. Procesy te sg stosunkowo dobrze poznane u bakterii oraz droz-
dzy, w mniejszym natomiast stopniu u zwierzat i roslin. Wciaz wiele kwestii dotyczacych
mechanizméw detoksykacji oraz systeméw transportu arsenu nie zostato rozstrzygnietych,
liczne obserwacje in vitro nie zostaty potwierdzone doswiadczalnie in vivo, a domniemane
funkcje niektérych biatkowych homologdw nie zostaty wykazane. Wyjasnienie ich jest nie-
zmiernie istotne, poniewaz znajomo$¢ mechanizmoéw molekularnych, szczegélnie systeméw
transportujacych, moze by¢ przydatna m. in. w rozwigzywaniu probleméw dotyczacych za-
nieczyszczenia srodowiska zwigzkami arsenu i zwigzanych z technologig usuwania zanie-
czyszczen z gleby i wéd podziemnych za pomoca roélin lub bakterii (tzw. bioremediacjg).
Moze takze zwiekszy¢ skuteczno$¢ zwigzkoéw arsenu jako chemioterapeutykéw stosowa-
nych przeciwko parazytozom i biataczkom.

WPROWADZENIE

Arsen jest szeroko rozpowszechnionym pierwiastkiem amfoterycznym natu-
ralnie wystepujacym w $rodowisku. Pochodzi gtdwnie ze zrodet geochemicz-
nych —jest wprowadzany do biosfery poprzez wymywanie z formacji skalnych
[1], Innym jego zrédiem sg uzywane przez cztowieka pestycydy, herbicydy oraz
fungicydy [2-4], Stosowany jest takze w medycynie i przemysle [4,5]. Jednak
pomimo jego uzytecznos$ci, wywiera on szkodliwy wptyw na zywe organizmy.
Diugotrwata ekspozycja na arsen moze powodowaé¢ u ludzi wiele problemow
zdrowotnych, takich jak: dermatozy, nieprawidtowosci w dziataniu uktadu
immunologicznego, uszkodzenia uktadu nerwowego, nowotwory [6]. Zwigzki
arsenu maja takze niekorzystne dziatanie na organizmy: zwierzat, ro$lin, grzy-
béw oraz na bakterie. Toksycznos$¢ arsenu jest zalezna od postaci, w jakiej zosta-
nie on pobrany przez organizm [7], W przyrodzie arsen wystepuje gtdwnie na
dwaéch stopniach utlenienia: 1111V, zwykle w postaci kwasow tlenowych: kwasu
arsenowego(l11) AsD 3 (Ryc. la), zwanego tez tritlenkiem arsenu, oraz kwasu
arsenowego(V) H3AsO4 W roztworach przy neutralnym pH As® 3wystepuje
w postaci As(OH)3(Ryc. Ib), natomiast H3As04w postaci oksyanionu H2As04
(Ryc. Ic) [1,4].

Toksyczno$¢ arseninu As(l1l) wy-
—As— O —As=—0 nika z jego reaktywnosci jako jonu
0o metalu, z czym zwigzane sg silne od-
_ dziatywania z grupami funkcyjnymi
\ takimi jak grupa sulfhydrylowa w
HO—As—O reszcie cysteiny, czy grupa azoto-
| wa w pierScieniu imidazolowym w
OH reszcie histydyny [1], Reszty cyste-
iny czesto biorg udziat w tworzeniu
miejsc aktywnych w biatkach, wiec
reakcja As(lll) z tymi grupami zwy-
kle powoduje zahamowanie aktyw-
nosci biologicznej tych biatek [2]. U
ssakow gtownym efektem ostrego
zatrucia As(lll) jest zmniejszenie produkcji koenzymu-A oraz zahamowa-
nie cyklu Krebsa i metabolizmu pirogronianu. Konsekwencjg zatrucia jest
wyczerpanie wszystkich wewnatrzkomaérkowych zapaséw weglowodandéw
poprzez stymulacje glikolizy i zahamowanie pobierania glukozy [7], Innym
toksycznym dziataniem As(lll) jest indukowanie powstawania reaktywnych
form tlenu (np. rodniki tlenowe, rodniki hydroksylowe), ktére mogg przy-
czyniac sie do uszkodzen DNA, a co za tym idzie, zapoczatkowaé apoptoze
komérki lub powstanie komaérki nowotworowej [8],

b AS.,"
Ho”~ \ “on
OH

Rycina 1. Formy nieorganicznego arsenu wystepu-
jace w przyrodzie: a) kwas arsenowy(I11) w postaci
AsD 3 b) kwas arsenowy(I11) w postaci As(OH)3 c)
kwas arsenowy(V) w postaci okysanionu [1].

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Szkodliwe dziatanie arsenianu As(V) jest zwigzane z
jego chemicznym podobienstwem do jonu fosforanowego
[9], Jony As(V) moga by¢ rozpoznawane przez transporte-
ry oraz enzymy jako jony fosforanowe. W zwigzku z tym
As(V) moze zastepowac fosforan w wielu procesach meta-
bolicznych. NajczeSciej arsenian jest substratem dla dehy-
drogenazy pirogronianowej, co w konsekwencji prowadzi
do zablokowania oddychania komérkowego [10]. Arsenian
zaktdca takze fosforylacje oksydacyjng poprzez formowanie
niestabilnych estréw arsenianowych w miejsce ATP oraz
stymuluje oddychanie mitochondrialne, co przyczynia sie
do wyczerpania ATP w komdrce [7],

Powszechno$¢ wystepowania arsenu w srodowisku spo-
wodowata wyksztatcenie sie mechanizmoéw opornosci po-
zwalajacych na przetrwanie w obecnosci tego bardzo tok-
sycznego pierwiastka. Mechanizmy oporno$ci zostaty zna-
lezione zaréwno u bakterii jak i pierwotniakéw, grzybow,
roslin i zwierzat [1,2].

Jony arseninowe As(lll) sg u wszystkich organizmdw
transportowane do komorki przez akwagliceroporyny,
bedace kanatami, ktérych fizjologiczng funkcjg jest import
neutralnych organicznych roztworéw np. glicerolu, mocz-
nika [1,4,11], U drozdzy i ssakéw zidentyfikowano tak-
ze inng droge transportu. Przy braku glukozy, permeazy
heksozowe mogga uczestniczy¢ w pobieraniu jonow As(lI1)
[12,13]. Jony arsenianowe As(V), ze wzgledu na swoje po-
dobienstwo do jonéw fosforanowych, sg pobierane do ko-
morki za pomocg transporteréw fosforanowych [1,4,9].

Podstawowym mechanizmem opornosci, wystepujgcym
zardwno u Prokaryota jak i Eukaryota, jest aktywne usuwanie
arsenu z komoérki [1,2,4,14], Jony As(ll1l) moga by¢ bezpo-
Srednio po wniknieciu do komoérki usuwane przez specy-
ficzne dla niego transportery. W komdrkach drozdzy jony
As(lll) mogg by¢ takze magazynowane w wakuoli w po-
staci kompleksow z glutationem. Nie znaleziono natomiast
transporteré6w odpowiedzialnych za wyptyw As(V). Usu-
wanie go z komorki nastepuje dopiero po enzymatycznej
redukcji do As(lll). Wyksztatcenie reduktaz arsenianowych
byto wiec istotnym krokiem w ewolucji mechanizméw
opornosci na arsen. Brak transporterow dla As(V) wynika
najprawdopodobniej z faktu, iz pierwsze mechanizmy opor-
nosci na arsen wyksztakcity sie w atmosferze beztlenowej, a
wiec o charakterze redukujacym. W tym okresie dominu-
jaca formg arsenu wystepujaca w Srodowisku byt arsenin,
wiec tworzgce sie mechanizmy byty specyficzne wtasnie dla
formy arsenu na trzecim stopniu utlenienia. Kiedy stezenie
tlenu w atmosferze stawato sie coraz wyzsze, obecny w sko-
rupie ziemskiej As(lll) zostat w duzym stopniu utleniony
do formy As(V). Wymusito to na organizmach wyksztatce-
nie mechanizméw pozwalajacych na przezycie w obecnosci
pieciowartosciowego arsenu. Dlaczego jednak w toku ewo-
lucji nie wyksztatcity sie transportery biatkowe usuwajace
te forme arsenu z komérki? Najprawdopodobniej tatwiejsza
i szybszg drogg byto wyksztatcenie reduktazy redukujacej
As(V) do As(Ill) i wykorzystanie istniejgcego mechanizmu
usuwania arseninu [1], Wskazujg na to doSwiadczenia po-
legajace na konstrukcji mutantéw reduktaz arsenianowych,
ktore zaczynaty wykazywaé aktywno$¢ fosfatazy, tracac
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jednak aktywnos$¢ reduktazy. Ta tatwos¢ konwersji jedne-
go enzymu w drugi sugeruje, iz reduktaza As(V) najpraw-
dopodobniej wyewoluowata witasnie z fosfataz [14]. As(V)
moze ulegal takze nieenzymatycznej redukcji do As(lll),
jednak zjawisko to jest zbyt powolne, aby mie¢ fizjologiczne
znaczenie [15].

Istotng droga metabolizowania nieorganicznego arse-
nu jest takze metylacja jego zwigzkéw. Reakcja taka moze
zachodzi¢ zaréwno u bakterii, jak i u zwierzat [16-18]. W
biometylacji arsenu biorg udziat reduktaza As(V) [19] i
As(l11)-metylotransferaza [20]. Metylowane zwigzki arse-
nu pieciowartosciowego, kwas metyloarsenowy(V) (MAsv)
i kwas dimetyloarsenowy(V) (DMAsv), wykazujg mniej-
szg toksyczno$¢ anizeli nieorganiczna forma arsenu As(V)
[16,17], Inaczej jednak jest w przypadku As(lll), ktdrego
metylowane zwigzki: kwas metyloarsenowy(l11) (MAs)
oraz kwas dimetyloarsenowy(l11) (DMAsH) sg in vivo bar-
dziej toksyczne niz forma nieorganiczna As(ll1), co za tym
idzie biometylacja arsenu nie zawsze moze zosta¢ nazwana
detoksykacja [16].

AKWAGLICEROPORYNY - WROTA
WNIKANIA JONOW ARSENINOWYCH DO
KOMOREK WSZYSTKICH ORGANIZMOW

Akwaporyny sg rodzing matych (24-30 kDa) integral-
nych biatek btonowych, ktérej inng nazwag jest rodzina MIP
(ang. major intrinsic protein). Akwaporyny sg specyficznymi
biatkami tworzgcymi pory przepuszczalne dla wody, jed-
nakze nieprzepuszczalne dla protonéw. Homologi akwa-
poryn zostaty zidentyfikowane praktycznie u wszystkich
badanych organizméw od Archea do ssakéw. Wyjatkowa
grupg nalezaca do biatek MIP sg akwagliceroporyny. Biatka
te, poza przepuszczalnoscig wody, pozwalajg na transport
niektérych, obojetnych czasteczek, ktére sa w niej rozpusz-
czone. Najczesciej jest to glicerol, jednak mozliwy jest takze
transport amoniaku czy dwutlenku wegla. Uwaza sie, iz
wszystkie akwaporyny tworzg homotetramery, w ktérych
kazdy (samodzielnie takze funkcjonalny) monomer tworzy
jeden kanat. Kazde monomeryczne biatko sktada sie szesciu
transbtonowych helis (I-VI) potgczonych piecioma petlami
(A-E) (Ryc. 2). Fragment N-koncowy biatka zwigzany jest
z funkcjami takimi jak: lokalizacja w btonie i formowanie
poru, natomiast fragment C-koncowy determinuje specy-

Petla A Petla C Petla E

Petla B Petla D

N o

Rycina 2. Schemat budowy akwaporyny. W jej sktad wchodzi sze$¢ domen trans-
btonowych (I-VI) potaczonych piecioma petlami (A-E). Petle B i E, zawierajace
zachowane w ewolucji motywy reszt aminokwasowych NPA, tworzga krétkie od-
cinki w postaci helis czeéciowo wpuklajgce sie w btone [na podstawie 22].
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ficzno$¢ substratowg (gtéwnie VI domena transbtonowa).
W kazdej podjednostce znajdujg sie dwa tandemowe po-
wtdrzenia, odwrécone wzgledem siebie o 180°. W petlach
B oraz E znajduje sie zachowany w ewolucji motyw NPA
(reszty: asparaginy — proliny — alaniny), dzieki ktéremu
przepuszczalne dla wody pory sa nieprzepuszczalne dla
protonéw. W sekwencjach niektérych organizméw, jedna z
reszt aminokwasowych motywu NPA moze by¢ zamienio-
na na inny, nie zmienia to jednak funkcji biatka [21].

BAKTERYJNE AKWAGLICEROPORYNY
TRANSPORTUJACE ARSEN

U bakterii Escherichia coli za transport jonow As(lll) do
komdrki odpowiedzialne jest nalezagce do akwagliceropo-
ryn biatko GIpF [1]. Glicerol jest u tej bakterii transporto-
wany najpierw przez btone zewnetrzng za pomocg niewy-
biérczych poryn, a nastepnie przez btone wewnetrzng za
pomocg akwagliceroporyny GlpF. Mozna wnioskowa¢, iz
jony arseninowe korzystajg z tej samej drogi. Biatko GlpF,
jak kazda akwagliceroporyna wystepuje w btonie w postaci
homotetramerdéw, tworzy por dtugosci 28 A, posiada zacho-
wany w ewolucji, wystepujgcy u wszystkich akwaglicero-
poryn, motyw Asn-Pro-Ala (NPA) [22]

U bakterii Sinorhizobium meliloti wykazano obecno$¢ genu
AcjpS, wchodzacego w sktad operonu ars (kodujgcego biatka
systemu detoksykacji arsenowej), kodujagcego domniemang
akwagliceroporyne. Przypuszcza sie, iz biatko to umozliwia
usuwanie jonoéw arseninowych powstatych z redukcji po-
branego wczesniej arsenu pieciowarto$ciowego. Zjawisko
to wystepuje tylko przy wyzszych wewnatrzkomaorkowych,
niz zewnatrzkomérkowych stezeniach tréjwartoSciowego
arsenu. Sugeruje to, ze transport As(lll) przez AgpS zacho-
dzi tylko zgodnie z gradientem stezen, co z kolei implikuje
mozliwos$¢ transportu dwukierunkowego. Nalezy zatem
wnioskowaé, ze w wysokich stezeniach arseninu w $rodo-
wisku, akwagliceroporyna AgpS moze bra¢ udziat w jego
transporcie przez btone komoérkowa do wnetrza komoérki.
Specyficzno$é tego kanatu jest nadal badana, gdyz pomimo
jego podobieAstwa do akwagliceroporyny GIlpF u E. coli
oraz akwagliceroporyn eukariotycznych, w jego strukturze
brak jest dwoch zewnatrzkomérkowych domen odpowie-
dzialnych za wigzanie glicerolu [23],

AKWAGLICEROPORYNY DROZDZY

Za pobieranie jondw As(Ill) przez komérki drozdzy od-
powiada biatko Fpslp, nalezgce do rodziny MIP i bedace
drozdzowym homologiem bakteryjnej akwagliceroporyny
GIpF [11], Fizjologiczng funkcja tego biatka jest utrzymywa-
nie odpowiedniego wewnatrzkomdrkowego stezenia gli-
cerolu (poprzez umozliwianie jego wyptywu z komorki), a
jego aktywno$¢ transportowa jest regulowana przez zmiany
cisnienia osmotycznego [7].

Istnieje najprawdopodobniej mechanizm ograniczajgcy
transport metaloidéw do komérki za pomocg transportera
Fpslp. Obecno$¢ w srodowisku jondw arseninowych powo-
duje znaczne zmniejszenie aktywnos$ci tego biatka. Za ten
mechanizm regulacji odpowiedzialna jest kinaza Hoglp.
Kinaza ta nalezy do grupy kinaz MAP (ang. mitogen activa-
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ted protein). W odpowiedzi na obecno$¢ arseninu, jest ona
aktywowana przez fosforylacje, katalizowang przez kina-
zy Ssklp i Pbs2p. Aktywna kinaza Hoglp moze regulowaé
intensywnos¢ transportu przez Fpslp poprzez fosforylacje
tego biatka [24].

Drugg akwagliceroporyng prawdopodobnie wystepuja-
cg w komorkach drozdzy S. cerevisiae, ktéra mogtaby by¢
potencjalnym transporterem dla jondw arseninowych jest
Yfl054p. Funkcja tego biatka pozostaje nieznana, a komorki
z delecjg genu YFLO54 nie wykazywaty zwiekszonej opor-
nosci na arsen, co sugeruje brak zaangazowania tego biatka
w transport jonéw arseninowych [7,25],

AKWAGLICEROPORYNY ZIDENTYFIKOWANE
W KOMORKACH PIERWOTNIAKOW

U pasozytniczych pierwotniakéw zostaty zidentyfikowa-
ne geny prawdopodobnie kodujgce akwagliceroporyny. Sa
to geny TgAQP u Toxopolasma gondii oraz PfAQP u Plasmo-
dium falciparum, a takze LtAQPI u Leishmania terentolae oraz
LmAQPI u Leishmania major. Biatka kodowane przez te geny
wykazujg wysokie podobienistwo do akwagliceroporyn in-
nych eukariontow. Przypuszcza sie, ze katalizujg transport
jonéw arseninowych do komorki. Kwestia identyfikacji me-
chanizmow transportu u pierwotniakéw pasozytniczych
jest istotna ze wzgledu na stosowanie lekéw zawierajacych
arsen lub antymon (takze transportowany przez biatka trans-
portujace arsenin) w terapii choréb powodowanych przez
pierwotniaki. Wykazano, iz w trakcie leczenia pojawia si¢
zjawisko opornosci zmniejszajace jego skuteczno$¢. Zmiany
te moga by¢ zwigzane z ograniczaniem ekspresji genéw ko-
dujgcych akwagliceroporyny, a tym samym zmniejszaniem
ilosci arsenu dostajgcego sie do komarek. [26-28]

AKWAGLICEROPORYNY WYSTEPUJACE
W KOMORKACH SSAKOW | CZLOWIEKA

Jony arseninowe, tak jak w przypadku innych organi-
zmow, sg u ssakOw transportowane do wnetrza komdrek
przez akwagliceroporyny [1] (Ryc. 3). Wykorzystanie tej
drogi sugerujg wyniki badan dowodzacych, iz niektdre
akwagliceroporyny ssakéw biorg udziat w akumulacji

Tabela 1. Wystepowanie akwagliceroporyn AQP3, 7, 9,10, ktére mogg uczestni-
czy¢ w transporcie arseninu w tkankach ssakéw [na podstawie 24],

AQP3 AQP7 AQPY9 AQP10

Mobzg +

Oczy + -
$linianki + . . -1
Tchawica + +

Ptuca - - - -
Serce + + - -

W atroba + - + R 1
Trzustka - - - -
Sledziona + - + -
Przewo6d pokarmowy + + - +
Nerki

Jadra - ++ + R
Jajniki + + + -]
Miesnie pragzkowane

Leukocyty . . +

Erytrocyty +

(++/+ obecno$¢, - brak)
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Rycina 3. Schemat komorki ssakéw przedstawiajacy mechanizmy wnikania
zwigzkdéw arsenu oraz jego detoksykacji. Arsenin wnika do komoérki dzigki obec-
no$ci akwagliceroporyn (AQP7/9), a w przypadku braku glukozy takze dzigki
dziataniu permeaz heksozowych (Glutl/4). Arsenian wnika najprawdopodob-
niej dzigki obecnosci transporteréw dla fosforanéw, po czym jest redukowany
do arseninu. As(lIl) jest usuwany z komoérki przez transporter Mrp2 lub moze
zosta¢ poddany metylacji i nastepnie przetransportowany do $rodowiska przez
AQP7/9 i/lub Glutl/4.

jonoéw tréjwartosciowych metali [29] (Tab. 1). Akwaglice-
roporyny AQP9 oraz w mniejszym stopniu AQP7, trans-
portuja arsen najprawdopodobniej w postaci As(OH)3[I],
Moga tez uczestniczy¢é w transporcie kwasu metyloarse-
nowego(lll), a biatko AQP9 przeprowadza translokacje
MAs"1w wiekszym nawet stopniu, niz nieorganicznego
arseninu [30], Dla akwaporyny AQP9 wyniki te zostaty
ostatnio potwierdzone w badaniach przeprowadzonych
na modelu mysim [31].

Znajomos$¢ biatek odpowiadajgcych za ten mechanizm
moze mie¢ duze znaczenie w ochronie zdrowia cztowieka.
Bezwodnik kwasu arsenowego(lll) (Trisenox®) jest chemiote-
rapeutykiem uzywanym w leczeniu ostrej biataczki promielo-
cytowej [32], a skuteczno$¢ terapii moze by¢ u poszczegdlnych
pacjentéw inna wiasnie z powodu réznic w stopniu ekspresji
gendéw AQP7 i AQP9 [1], Zmienno$¢ stopnia ekspresji tych ge-
néw moze by¢ takze wynikiem indywidualine zréznicowanej
opornosci na arsen u ludzi zyjacych na terenach, na ktérych
woda pitna jest w znacznym stopniu skazona zwigzkami ar-
senu (Indie, Bangladesz) [33]. Badania opornej na arsen linii
komorek, w ktdrej ekspresja genu AQP3 byta znaczaco zmniej-
szona, sugeruja, iz akwagliceroporyna AQP3 takze moze braé¢
udziat w akumulacji arseninu do komaérek zwierzat [34],

Biatka AQP3, AQP7 oraz AQP9 sg trzema z trzynastu
wystepujacych u ludzi akwaporyn/akwagliceroporyn.
Akwaporyny AQPO, 1, 2, 4, 5, 6, 8 umozliwiajg przeptyw
wylacznie wody, natomiast AQP3, 7, 9, 10 sg akwaglicero-
porynami. Trzecig, najpdzniej odkryta, grupg akwaporyn
cztowieka sg superakwaporyny — AQP11 i AQP12. Ich
funkcja nie zostata jak do tej pory poznana [35]. Ostatnie
badania prowadzone na danio pregowanym Danio rerio,
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potwierdzajg udziat homologéw akwagliceroporyn: AQP3,
AQP9 oraz AQP10 w pobieraniu jonéw arseninowych [36],

AKWAGLICEROPORYNY ROSLIN

Akwagliceroporyny roslin sklasyfikowane zostaty 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 sie, ze u roélin arsen tréjwartosciowy pobiera-
ny jest przez komarki wytacznie za pomoca transporterow
nalezacych do rodziny NIP [37] (Ryc. 4).

Badania sugerujg, ze akwagliceroporyna AtNIP7;l bierze
udziat w transporcie jondw arseninowych u Arabidopsis tha-
liana. Zaburzenie funkcji biatka AtNIP7;l powoduje wzrost
tolerancji na As(Ill) oraz zwiekszenie catkowitej ilosci za-
kumulowanego arsenu. Heterologiczna ekspresja genu At-
NIP7;1 w komorkach drozdzy powoduje zwiekszenie wraz-
liwosci na As(l11). Réwnoczes$nie w szczepie drozdzy —mu-
tancie delecyjnym genu ACR3 (acr3A) z wprowadzonym
genem AtNIP7;l obserwowano wzrost opornosci na As(V),
co sugeruje mozliwo$¢ wystepowania dwukierunkowego
transportu arseninu tym kanatem [38].

Inne badania wykorzystujace heterologiczng ekspresje
obcych genéw w komérkach drozdzy, wykazaty udziat ko-
lejnych biatek NIP w pobieraniu arseninu u roslin. Jak sie
okazato, biatka AtNIP5;1 oraz AtNIP6 z Arabidopsis thaliana,
OsNIP2;l i OsNIP3;2 z Oryza sativa, LjNIP5;l i LjNIP6;l z
Lotus japonicus sg dwukierunkowymi kanatami dla As(lll).
Biatka AtNIP7;l oraz OsNIP2;2 wykazywaty transport arse-
ninu tylko do komorki [39],

Kamiya i wsp. stosujgc heterologiczng ekspresje gendw
Arabidopsis thaliana w oocytach Xenopus leavis, sugerujg
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Rycina 4. Schemat komérki roslinnej na przyktadzie Arabidopsis thaliana przedsta-
wiajacy mechanizmy wnikania zwigzkéw arsenu oraz jego detoksykaq'i. Arsenin
pobierany jest dzieki obecnoéci akwagliceroporyn np. AtNIP7, natomiast arse-
nian dzieki dziataniu transporteréw dla fosforanéw (PHT1) po czym nastepuje
jego redukcja do arseninu przez niezidentyfikowang dotad reduktaze. Uwaza
sie, ze wiekszo$¢ zawigzkéw arsenu odktadana jest w wakuoli jako kompleksy
z glutationem [58].
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takze udziat biatek AtNIPI;l oraz AtNIPI;2 w pobieraniu
jonow arseninowych [40], wynik ten jest jednak sprzeczny
z wynikami wczesniejszych badan [39], Powyzsze badania
wskazujg, iz wszystkie akwagliceroporyny z rodziny NIP
moga brac¢ udziat w transporcie As(lll), jednak wydajnosé
tego procesu zalezy gtdwnie od izoformy biatka i stopnia
jego syntezy, na ktory silny wptyw ma rodzaj tkanki, w kto-
rej dany transporter powstaje [37],

As(l11) jest gtowng forma w jakiej arsen jest akumulo-
wany przez organy roslinne. U wiekszosci ros$lin tylko
niewielka ilos¢ arseninu jest transportowana z korzenia
do pedu, jednakze u roslin nazywanych hiperakumula-
torami (np. Holcus lanatus, Cytisus striatus) ilo$¢ ta siega
60-80%. Podejrzewa sie, ze transport jondw arsenino-
wych miedzy korzeniem a komérkami pedu odbywa sie
przez akwagliceroporyny [41]. Poznanie tego mechani-
zmu jest niezwykle wazne w kontek$cie skonstruowania
organizmu roslinnego, ktéry mégtby by¢ zastosowany w
procesie bioremediacji.

PERMEAZY HEKSOZOWE - ALTERNATYWNA
DROGA WNIKANIA AS(111) DO
KOMOREK DROZDZY | SSAKOW

Oprécz akwagliceroporyn, réwniez permeazy heksozo-
we posredniczg w transporcie trdjwartosciowego arsenu.
Mechanizm ten wykryto jednak tylko u drozdzy oraz ssa-
kéw [12]. Zdolno$¢ permeaz heksozowych do transporto-
wania arseninu wynika najprawdopodobniej z faktu, ze
produktem spontanicznej polimeryzacji trzech czgsteczek
As(OH)3jest zwigzek o budowie pierécieniowej, podobnej
do struktury heksozy (Ryc. 51 6) [12].

PERMEAZY HEKSOZOWE DROZDZY

Wyniki badan wskazuja, ze brak glukozy w podiozu
skutkuje transportem arseninu do komoérek drozdzy za po-
mocg permeaz heksozowych (Ryc. 7). Wiekszos$¢ sposrdd

OH

| s
A
HO/ S\OH /As\
) B e
A A
HO/ AS\OH HO/ AS\OH HO/ s\0/ s\OH

Rycina 5. Spontaniczna polimeryzacja trzech czasteczek As(OH)3prawdopodob-
nie prowadzi do powstania formy piercieniowej.

OH

| o) OH

0\ As o L
As/

| Forma pier$cieniowa
OH arsenu(lIl)

H D-glukopiranoza

Rycina 6. Podobieristwo strukturalne formy pierécieniowej tworzonej przez ar-
sen trojwartosciowy oraz pierscienia D-glukopiranozy, prawdopodobnie umozli-
wia transport As(I1l) permeazami heksozowymi.
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18 zidentyfikowanych u drozdzy transporterow heksoz
(HXTIp-HXT17p oraz Gal2p) bierze udziat w pobieraniu
arsenu tréjwartosciowego [42], W obecnosci glukozy w pod-
tozu wiekszos¢ arseninu pobierana jest przez kanaty Fpslp,
jednakze w nieobecnosci glukozy okoto 75% arseninu wni-
ka do komorki drogg transporteréw heksozowych [4]. Ba-
dano takze stopief akumulacji arseninu w komérkach mu-
tanta z uszkodzonym genem ACR3, kodujgcym pompe dla
As(I11). Delecja genu FPS1 kodujgcego akwagliceroporyne
Fpslp spowodowata spadek akumulacji arseninu o okoto
25%. Natomiast obecno$¢ w podtozu glukozy, ktéra kom-
petycyjnie hamuje pobieranie jonéw arseninowych przez
permeazy heksozowe, spowodowata az 80% zmniejszenie
akumulacji.

TRANSPORTERY HEKSOZ WYSTEPUJACE
W KOMORKACH SSAKOW

Wystepujacy w komorkach ssakow transporter glukozy
GLUT1 (Ryc. 3) moze katalizowa¢ transport kwasu arseno-
wego(lll) oraz jego metylowanej pochodnej, kwasu metylo-
arsenowego(lll), do komérki. Badania aktywnosci tego biat-
ka prowadzone byty zwykorzystaniem heterologicznej eks-
presji w drozdzach oraz zabich oocytach. Obecnos$¢ kwasu
metyloarsenowego(lll) nie hamuje w sposéb kompetycyjny
transportu glukozy, co sugeruje istnienie pewnych réznic w
mechanizmie pobierania heksoz i zwiazkéw arsenu przez
GLUTL. Transporter ten katalizuje takze transport kwasu
arsenowego(lll) oraz kwasu metyloarsenowego(lll) zaréw-
no w oocytach cztowieka, jak i szczura. Z badan tych wyni-
ka, iz transporter GLUT1 moze by¢ jedng z gtéwnych drég
pobierania zaréwno nieorganicznych, jak i zmetylowanych
zwigzkow arsenu przez erytrocyty i komaérki nabtonkowe
naczyn krwionosnych, przyczyniajac sie do nieprawidto-
wosci w uktadzie krgzenia oraz neurotoksycznos$ci zwigza-
nych z obecnos$cig arsenu [13].
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Rycina 7. Schemat komorki drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiae
przedstawiajacy mechanizmy wnikania zwigzkéw arsenu oraz jego detoksykacji.
Arsenin pobierany jest do komérki gtéwnie dzigki obecnosci akwagliceroporyny
Fpsl natomiast w sytuacji braku glukozy w $rodowisku takze dzieki dziataniu
permeaz heksozowych (Hxt). Arsenian wnika natomiast dzigeki dziataniu trans-
porteréw fosforanowych (Pho84, 87, 88). W komérce reduktaza Acr2 redukuje
arsenian do arseninu, ktéry usuwany jest do srodowiska gtéwnie przez transpor-
ter Acr3 lub odktadany jest w wakuoli jako kompleks z glutationem przy udziale
transportera Ycfl.
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W ostatnich badaniach wykazano takze, iz transportery
GLUT4 szczura oraz cztowieka moga katalizowac pobie-
ranie arseninu oraz kwasu monometyloarsenowego(lll)
[13]. Jako, ze ani akwagliceroporyna AQP9, ani transporter
GLUTL1 nie zostaly wykryte metodg Western-Blot w kar-
diomiocytach dorostych organizmoéw, pobieranie nieorga-
nicznego oraz metylowanego As(lll) przez komorki serca
najprawdopodobniej katalizuje transporter GLUT4. Moze
to by¢ przyczyng chordb serca wynikajgcych z zatrucia ar-
senem [43],

OKSYANIONY ARSENU PIECIOWARTOSCIOWEGO
- ANALOGI JONOW FOSFORANOWYCH

BAKTERYJINE TRANSPORTERY FOSFORANOW

U bakterii E. coli wystepuja dwa gtéwne systemy trans-
portu jonow fosforanowych (Ryc. 8). Pierwszy z nich, ope-
ron Pst, jest czeScig regulonu Pho. Podlega indukcji bardzo
niskim stezeniem fosforu nieorganicznego (Pi). System ten,
ztozony z kompleksu ABC tworzonego przez biatka PstA,
PstB, PstC i PhoS, wykazuje wysokie powinowactwo do
jonow fosforanowych [44], Drugi z systeméw — Pit, wy-
kazujacy niskie powinowactwo do fosforanu, jest gtéwng
drogg pobierania Pi, kiedy jego stezenie w $rodowisku jest
wysokie. Do niedawna uznawano, iz jest on konstytutywnie
ekspresjonowany [45], jednakze najnowsze badania wska-
Zuja, ze jego ekspresja jest modyfikowana przez zmiany ste-
zenia jonéw fosforanowych oraz cynkowych (ktore takze sg
pobierane przy pomocy tego transportera) [46], Poczatko-
WO przypuszczano, ze transport jonéw arsenianowych do
komérki moze by¢ w komorkach tej bakterii katalizowany
przez oba rodzaje transporterow fosforanowych —Pit i Pst.
Uwazano takze, ze transporter Pit w wiekszym stopniu niz
Pst odpowiada za transport As(V) [3]. Ostatnie jednak ba-

As(V)

As(11I) As(IIT)

As(lll)

Rycina 8. Schemat komérki bakterii E. coli przedstawiajacy mechanizmy wnika-
nia arsenu oraz jego detoksykacji. Arsenin jest transportowany do komérki dzieki
dziataniu akwagliceroporyny GIpF. Arsenian natomiast dostaje sie¢ do komorki
dzieki obecnosci transportera dla jonéw fosforanowych (kompleks PhoS, PstC,
PstB), a nastgpnie jest redukowany do arseninu przez reduktaze arsenianowg
ArsC. Arsenin jest nastepnie usuwany z wnetrza komorki dzieki dziataniu trans-
portera ArsB (wykorzystujgcego site protomotoryczng) lub poprzez kompleks
ArsB/ArsA (czerpiacy energie z hydrolizy ATP).
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dania wskazujg, ze to wtasnie system Pst, jest w wiekszym
stopniu zaangazowany w pobieranie arsenianu [47],

TRANSPORTERY JONOW FOSFORANOWYCH DROZDZY

Komaérki drozdzy S. cereoisiae posiadajg co najmniej pie¢
transporterdw katalizujgcych pobieranie jonéw fosfora-
nowych (Ryc. 7). | tak sg to: Pho84p i Pho89p o wysokim
powinowactwie do Pi [48], oraz Pho87p, Pho90p, Pho91p
o niskim powinowactwie [49], Ekspresja genéw PHO084
oraz PHO089 kodujgcych transportery o wysokim powino-
wactwie jest represjonowana, kiedy w Srodowisku steze-
nie jonow fosforanowych jest wysokie [50]. Jony As(V) sg
w komorkach drozdzy najprawdopodobniej pobierane za
pomocg transportera Pho84p. Whnioski takie wysunieto na
podstawie wynikow doswiadczen, w ktdrych mutanty z
uszkodzonym jednym z genéw: PHO084, PHO86, PH087,
PHO088, kodujacych biatka wchodzgce w sktad kompleksu
transportujacego jony fosforanowe, wykazywaty zwiekszo-
ng tolerancje na jony arsenianowe [7,9],

TRANSPORTERY FOSFORANOWE
ZIDENTYFIKOWANE U SSAKOW

Przypuszcza sie, ze jony arsenianowe pobierane sg przez
komoérki ssakdw tg samg drogg jak u drozdzy, za pomoca
transporteréw fosforanowych (Ryc. 3). Jednak nie zosta-
to to dotad udowodnione [1], Potencjalng drogg wnikania
As(V) do komorek u cztowieka mogg by¢ zalezne od sodu
kotransportery fosforanow. W zaleznos$ci od tkanki, w kto-
rej wystepuja, systemu regulacji oraz roznic strukturalnych
mozna je podzieli¢ na trzy grupy. Do grup | oraz Il nalezg
transportery biatkowe syntetyzowane gtéwnie w komaor-
kach nerek i nabtonku jelitowym. W skiad grupy | wcho-
dzg biatka: NaPi-1, RNaPi-1 oraz NPT-1, a ich fizjologiczna
rola nie zostata dotagd wyjasniona. Transportery grupy II:
NaPi-2, NaPi-3, NaPi-4, NaPi-5, NaPi-6 oraz NaPi-7 petnig
kluczowa role w pobieraniu jonéw fosforanowych w ko-
morkach nerek ijelita. To z kolei jest istotne dla utrzymania
odpowiedniego stezenia Pi w osoczu. Niedawno odkryte
transportery Pit-1 oraz Pit-2 nalezg do grupy Il [51]. Jak
dotad nie wykazano jednak udziatu ktéregokolwiek z tych
transporter6w w pobieraniu jondw arsenianowych u ludzi.

ROSLINNE TRANSPORTERY FOSFORANOWE

Na podstawie badah przeprowadzonych na kioséwce
wetnistej Hokus lanatus stwierdzono, ze komorki korzeni
pobierajg jony arsenianowe poprzez transportery jondéw
fosforanowych [52] (Ryc. 4). Rosliny oporne na arsen wy-
kazujg znacznie mniejszy stopieA pobierania, zaréwno
jonéw arsenianowych, jak i fosforanowych, niz rosliny o
niskiej tolerancji na arsen [53], Inne badania sugeruja, iz
tolerancja na arsenian u Hokus lanatus wymaga zaréwno
konstytutywnej represji systemu transportowego, jak i
zwiekszonej produkcji fitochelatyn, ktdre jak sie sugeru-
je, takze uczestniczg w detoksykacji [54], Potwierdzeniem
badan wskazujacych na udziat transporteréw fosforano-
wych w pobieraniu jonow arsenianowych jest identyfika-
cjaopornego na As(V) mutanta Arabidopsis thaliana phtl;l-
3, posiadajacego mutacje w genie kodujagcym transporter
Phtlp, ktdry jest transporterem o wysokim powinowac-
twie do jonéw fosforanowych. Mutant phtl;l1-3 wykazu-
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Tabela 2. Podziat transporterow zaangazowanych w pobieranie arsenu ze wzgledu na: forme transportowanego arsenu, rodzine transporteréw oraz organizm, w ktérym

wystepuje.

Z:)Sset:ﬁ pobieranego Grupa transporteréw
GlpF
AQpS
LmAQPI
LtAQPI
PFAQP
TgAQP
Fpsl
AtNIPI;I
AtNIPI;2
AtNIP5;I
AtNIP6
AtNIP7;l
OsNIP2;l
OsNIP2;2
OsNIP3;2
LiNIP5;l
LjNIP6;I
hAQP3
hAQP7
hAQP9
Hxtl-Hxtl7
Gal2
GLUT1
GLUT4
Pit
transportery jonéw Pst
fosforanowych Pho84
PHT1

akwagliceroporyny

arsenin As(I11)

permeazy heksozowe

arsenian As(V)

je zmniejszone tempo pobierania As(V), co prowadzi do
dwukrotnego, w stosunku do osobnikéw dzikich, zwiek-
szenia ilosci zakumulowanego arsenu. Nadprodukcja
zmutowanego biatka w roslinach typu dzikiego powo-
duje podobne efekty. Dodatkowo obecnos$¢ As(V) hamuje
odpowiedz na brak fosforanu w podtozu, ré6wnoczes$nie
aktywujac inne geny potencjalnie zaangazowane w zja-
wisko tolerancji na As(V), sugerujac istnienie wzajemne-
go wptywu systemu opornosci na As(V) oraz transportu
Pi. Mutant phtl;I-3 pomimo zmniejszonego pobierania
As(V), rownoczes$nie wykazuje zdolno$¢ do zwiekszonej
jego akumulacji. Wyjasnieniem tego paradoksu moze by¢
obnizenie ilosci As(V) w cytoplazmie, co pozwala na wy-
dajniejsze funkcjonowanie systemu detoksykacji, zwigza-
nego z redukcjg As(V) do As(lll) oraz jego akumulacja
w wakuoli [55], Inne badania wykazaly, ze mutacja w
genie PHF1 kodujgcym biatko odpowiedzialne za prawi-
dtowgq lokalizacje transporterow fosforanowych w btonie
komorkowej, takze powoduje zwiekszong tolerancje na
As(V) [56],

Dodatkowym czynnikiem, ktéry moze mie¢ wptyw na
efektywnos$¢ pobierania arsenu w $rodowisku wodnym,
jest stezenie jonow zelaza. Stwierdzono zjawisko adsorp-
cji jondw As(V) do zt6z zelazowych tworzacych sie na po-
wierzchni rodliny. Zwiekszone stezenie fosforanu w wo-
dzie moze powodowac desorpcje As(V) ze z4z zelaza na
powierzchni rosliny, co z kolei prowadzi do zmniejszonego
whnikania arsenu do komorek [57].

406

Nazwa transportera

Organizm posiadajagcy dany transporter

Escherichia coli

i o o Prokaryota
Sinorhizobium meliloti
Leishmania major
Leishmania terentolae
Plasmodium falciparum

Toxopolasma gondii

iSsfek iiiw

Saccharomyces cerevisiae

Arabidopsis thaliana
Eukaryota

Oryza sativa

Lotus japonicus

Homo sapiens

Saccharomyces cerevisiae
Eukaryota

Homo sapiens

Escherichia coli Prokaryota

Saccharomyces cerevisiae
Arabidopsis thaliana

Eukaryota

PODSUMOWANIE

Poznanie mechanizméw molekularnych wnikania ar-
senu do komoérek organizmoéw jest istotnym elementem
identyfikacji zjawiska detoksykacji arsenu. Jak na razie sys-
temy pobierania oraz detoksykacji arsenu zostaty poznane
w znacznym stopniu na przyktadzie prostych organizmow
jednokomérkowych, takich jak bakteria E. coli czy drozdze
S. cerevisiae. U wyzszych organizméw eukariotycznych
wcigz identyfikowane sg nowe elementy takich systeméw
(Tab. 2). Poznanie mechanizméw opornosci moze przyczy-
ni¢ sie m. in. do zwiekszenia skutecznos$ci terapii stosowa-
nych w parazytozach, a takze nowotworach, takich jak ostra
biataczka promielocytowa. Istotng moze by¢ takze umiejet-
no$¢ modyfikacji stopnia ekspresji genow kodujacych trans-
portery u roslin, a co za tym idzie zmiana ilosci akumulowa-
nego przez nie arsenu —znaczne zwiekszenie akumulacji
w przypadku roslin stosowanych w fitoremediacji terendw
zanieczyszczonych arsenem lub ograniczenie akumulacji
w roslinach uprawnych rosnagcych na terenach skazonych
zwigzkami 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 well 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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Roslinne cyklazy nukleotydow purynowych

STRESZCZENIE

ykliczne nukleotydy (cAMP i cGMP) nalezg do grupy wtérnych przekaznikéw infor-

macji, ktére kontroluja szereg proceséw zachodzacych zar6wno w komérkach orga-
nizméw prokaryotycznych, jak i eukariotycznych. Za ich tworzenie odpowiedzialne sa
cyklazy nukleotydéw purynowych: cyklazy adenylanowa i guanylanowa, ktdre wystepuja
w cytosolu lub sg biatkami zwigzanymi z btong komérkowga. Poza réznicami w lokali-
zacji komoérkowej rozbieznos$ci dotyczag budowy oraz sposobu regulacji ich aktywnosci.
Jednakze wszystkie cyklazy zawierajg reszty aminokwasowe odpowiedzialne za wigzanie
substratu, wigzanie jon6w metali i stabilizacje przeprowadzanej reakcji, co warunkuje ich
specyficzno$¢. Samo istnienie cyklicznych nukleotydéw u roslin nie budzi juz watpliwo-
§ci. Wiadomo, ze dziatajagc jako wtdrne przekazniki biorg one udziat w szeregu reakcji
(pato)fizjologicznych. Jednakze dopiero od niedawna pojawiajg sie bezposrednie dowody
na obecno$¢ w komadrkach roslinnych cyklaz adenylanowych i guanylanowych o unikal-
nej strukturze. W prezentowanej pracy podsumowano dane dotyczace cyklaz prokario-
tycznych oraz grzybéw i zwierzat. Przedstawiono takze nowe wyniki, ktére jednoznacznie
wskazuja na istnienie tej grupy enzyméw w komaérkach roslinnych.

WPROWADZENIE

Zrdznicowanie sygnatéw odbieranych przez wyspecjalizowane receptory
komdrkowe wymusito powstanie uktadéw, ktore sg w stanie przettumaczy¢
te roznorodne sygnaty na bodzce regulujace wzrost, réznicowanie lub pobu-
dliwo$¢ komarki. Istotng role w tych szlakach odgrywajg cykliczne nukleoty-
dy bedace przedstawicielami grupy wtdrnych przekaznikéw informacji. Za
ich posrednictwem dochodzi do przekazywania sygnatéw zewngtrzkomor-
kowych do wnetrza komérki, jak rowniez do wielu oddziatywan w obrebie
samej komarki. Prace, ktore zostaty rozpoczete ponad 50 lat temu odkryciem
cAMP i cGMP w tkankach ssak6w trwajg po dzien dzisiejszy, a dotyczg one
analizy przemian jakim podlegajg cykliczne nukleotydy oraz sprecyzowania
ich roli w komorkach, tkankach i narzgdach organizmdéw zywych reprezen-
tujacych niemal wszystkie szczeble rozwoju filogenetycznego.

Chociaz poczatkowe watpliwos$ci i niepewnosci odnosnie roli cyklicznych
nukleotydéw w sygnalizacji komoérkowej u roslin zostaty juz wyjasnione, ciggle
istnieje wiele pytan, ktdre pozostajg bez odpowiedzi. Szczegdlne kontrowersje
budzag cyklazy — enzymy odpowiedzialne za synteze cyklicznych nukleoty-
déw. Niniejsza praca jest probg podsumowania dostepnych informacji dotycza-
cych roslinnych cyklaz nukleotydéw purynowych.

W obecnej chwili najwiecej informacji posiadamy o budowie, mechani-
zmach dziatania i roli cyklaz z komoérek zwierzat. To z tymi danymi poréw-
nywane sg wszystkie wyniki uzyskiwane z innego materiatu badawczego.
Aby w petni zrozumie¢ role cyklaz nukleotydow purynowych jako kluczo-
wych elementéw w przekazywaniu sygnatéw w komaorkach roslinnych, wie-
dza dotyczaca cyklaz zwierzat, grzybéw iorganizmow prokariotycznych jest
niezbedna.

Cykliczne nukleotydy (cNMP) sg produkowane przez cyklazy, a ich in-
aktywacja zachodzi przy wspo6tudziale fosfodiesteraz. Substratami sg od-
powiednio ATP, dla cyklazy adenylanowej (synonimy: cyklaza adenylowa;
adenylocyklaza) oraz GTP dla cyklazy guanylanowej (synonimy: cyklaza
guanylowa; guanylocyklaza) (Ryc. 1). Aktywnos$¢ enzymoéw syntetyzujgcych
cNMP wykazana zostata zaréwno pos$rod biatek frakcji btonowych, jak i cy-
tosolowych, stad przyjety zostat, utrzymujacy sie do dzi$, podziat cyklaz na
cyklazy rozpuszczalne (cytosolowe; sGC, sAC) inierozpuszczalne (btonowe;
pGC, tmAC) [1].

Postepy Biochemii 56 (4) 2010

Adriana Szmidt-Jaworska

Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Zaktad Fizjo-
logii i Biologii Molekularnej Roslin, Torun

AUniwersytet Mikotaja Kopernika, Zaktad
Fizjologii i Biologii Molekularnej Roslin, ul.
Gagarina 9, 87-100 Torun; tel.: (56) 611 44 56,
e-mail: asjawors@umk.pl

Artykut otrzymano 23 lipca 2009 r.
Artykut zaakceptowano 13 listopada 2009 r.

Stowa kluczowe: cAMP, cGMP, cyklaza ade-
nylanowa, cyklaza guanylanowa, cykliczne
nukleotydy,

Wykaz skrétéw: AC —cyklaza adenylanowa;
cAMP — cykliczny 3'5' adenozyno mono-
fosforan; cGMP — cykliczny 3'5' guanozyno
monofosforan; cNMP —cykliczne nukleotydy;
GC —cyklaza guanylanowa

Podziekowanie: Praca napisana w ramach re-
alizacji projektu badawczego habilitacyjnego
MNiSW nr: N N303 0704 33.

409


mailto:asjawors@umk.pl

[0}
o
|

(0]
o
|
Il
°

0]
o
[0} |
O—V—0—TV—Q0—9v=0
Il
[«

%
H

Rycina 1. Synteza i inaktywacja cyklicznego AMP i cyklicznego GMP.

ORGANIZMY PROKARIOTYCZNE

Organizmy prokariotyczne r6znig sie od organizmow
eukariotycznych liczbg i r6znorodnoscig cyklaz nukle-
otydow purynowych. Bazujac na podobhienstwie sekwen-
cji reszt aminokwasowych i struktury cyklazy te zostaty
pogrupowane w 6 roznych klas, [2,3]. Klasy I, II, IV, V, VI
charakteryzujg sie unikalng budowg domen katalitycz-
nych i sg spotykane jedynie u organizmoéw prokaryotycz-
nych. Klasa | obejmuje cyklazy adenylanowe, ktére zo-
staty scharakteryzowane u enterobakterii. Klasa Il zostata
opisana u bakterii patogennych takich jak waglik (Bacillus
anthracis), krztusiec (Bordetella pertussis) i pateczki ropy
btekitnej (Pseudomonas aeruginosa), a enzymy z tej kasy
sg aktywowane przez kalmoduline. Pozostate 3 klasy sg
charakterystyczne wytgcznie dla gatunkéw Aeromonas
hydrophila i Prevotella ruminicola [4],

Klasa Il jest najliczniejsza i obejmuje cyklazy spotyka-
ne zarbwno u organizmoéw prokariotycznych jak i euka-
riotycznych. Analiza 129 genoméw bakteryjnych pozwo-
lita zidentyfikowaé 193 geny kodujace cyklazy tej klasy.
Powstajgce na ich bazie enzymy posiadajg wysoki stopien
podobienstwa, zar6wno wzgledem siebie, jak i eukary-
otycznych cyklaz adenylanowych i guanylanowych. Pro-
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wadzone analizy wykazaty, ze cyklazy
te cechuje duza r6znorodno$¢ w liczbie
i uktadzie domen. Wiekszo$¢ z nich po-
siada pojedyncza domene katalityczna,
ale sg i takie charakteryzujace sie dwie-
ma domenami katalitycznymi opisany-
mi rowniez w cyklazie adenylanowej
ssakow [5] (Ryc. 2).

Do chwili obecnej u organizméw

prokariotycznych, opisano tylko jed-
it ng cyklaze guanytanowg (Cya2). En-
guanylanowa zym z cyjanobakterii (Synechocystis sp.

PCC6803) posiada na koricu C pojedyn-
czg domene katalityczna, 4 przypusz-
czalne domeny transbtonowe i rejon
zewngatrzkomorkowy z domeng CHA-
SE (ang. cyclases/histidine kinases associa-
ted sensory extracellular) na koficu N. Ta
ostatnia domena, odpowiedzialna za
wigzanie liganda, jest charakterystycz-
na réwniez dla bakteryjnych cyklaz
adenylanowych i kinaz histydynowych
[6]. Badanie aktywnos$ci tego enzymu
in vivo wykazato, ze inaktywacja Cya2
powodowata 60% spadek ilosci cGMP
w komorkach bakterii bez widoczne-
go spadku ilosci cAMP, co pozwolito
przyporzadkowaé ten enzym do klasy
H cyklaz guanylanowych [7],
H

OH GMP

Przytoczone powyzej wyniki wska-
zujg na duze, strukturalne zréznico-
wanie klasy Il cyklaz, z ktérych czes¢
moze by¢ uwazana za formy wyjsciowe
cyklaz eukariotycznych. Przyktadowo,
enzymy bakteryjne posiadajgce 6 seg-
mentdw transbtonowych poprzez ich
duplikacje mogty dac¢ poczatek cyklazom adenylanowym
kregowcoéw posiadajgcej 12 segmentdw transbtonowych

(8],
ORGANIZMY EUKARIOTYCZNE

CYKLAZY NUKLEOTYDOW PURYNOWYCH U GRZYBOW

Wyniki uzyskane z doswiadczen przeprowadzonych
na drozdzach (Saccharomyces cerevisiae i Candida albicans)
pozwolity stwierdzi¢, ze grzyby nie posiadajg genow
kodujacych cyklazy guanylanowe, kinazy regulowane
cGMP czy fosfodiesterazy cyklicznych nukleotydéw [8],
Natomiast wystepuje w nich cyklaza adenylanowa, ktérej
obecno$¢ potwierdzono u Neurospora crassa, Saccharomy-
ces cerevisiae, Podospora anserina i Ustilago maydis. Budowa
i sposéb aktywacji wskazuje na to, ze réznig sie one od
ich odpowiednikéw u ssak6w. Przyktadowo enzym CRY-
1 z Saccharomyces cerevisiae jest rozpuszczalnym biatkiem,
ktore posiada mozliwos$¢ tgczenia sie z blonami. Wy-
ré6zniono w nim domene fosfatazowg, domene asocjacji
matego biatka G (Ras) oraz serie odcinkéw bogatych w
powtérzenia leucynowe. Ostatnie dwie domeny uczest-
nicza w wigzaniu biatka Ras, niezbhednego do aktywacji
cyklazy. Wykazano réwniez mozliwos¢ aktywacji enzy-
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Rycina 2. Topologia cyklaz adenylanowych (AC) i guanylanowych (GC). (A) rozpuszczalna AC grzy-
béw i bakterii; (B) rozpuszczalna AC ssakéw —homodimer; (C) rozpuszczalna AC ssakéw — hetero-
dimer; (D) rozpuszczalna GC ssakéw; (E) btonowa AC ssakéw; (F) btonowa AC z pierwotniakdéw i or-
ganizméw bezkregowych; (G) btonowa AC z organizméw prakaryotycznych; (H) btonowa GC ssakéw

(wg 59], zmodyfikowano).

mu przez podjednostke a biatka G oraz biatko Gpa2 (ang.
guanine nucleotide-binding regulatory protein) [9],

CYKLAZY NUKLEOTYDOW PURYNOWYCH ZWIERZAT

W komorkach zwierzat cykliczne nukleotydy sa klu-
czowymi czgsteczkami sygnatlowymi zaangazowanymi
w szerokag game procesow biologicznych. Cykliczny GMP
bierze udziat w hamowaniu agregacji ptytek krwi, rozkur-
czu miesni gtadkich, rozszerzaniu naczyn krwionos$nych,
immunomodulacji [10,11], natomiast cAMP uczestniczy
w regulacji ci$nienia krwi, zapobieganiu agregacji ptytek
krwi, rozszerzaniu oskrzeli czy wzmacnianiu sity skurczu
miesnia sercowego [12]. Nie dziwi wiec fakt, ze enzymy
odpowiedzialne za synteze tych wtérnych przekaznikow
sg przedmiotem intensywnych badan w zakresie fizjolo-
gii, biochemii i biologii molekularnej. Stad tez najwiecej
informacji dotyczacych cyklaz nukleotydéw purynowych
pochodzi z analiz enzymow ssakéw.

Cyklazy guanylanowe wystepujag w dwdch gtéwnych
formach: w formie rozpuszczalnej (sGC, ang. soluble gu-
anylyl cyclase; frakcja cytosolowa) i w formie zwigzanej z
btong (pGC, ang. particulate guanylyl cyclase; frakcja bto-
nowa). W obu przypadkach mechanizm syntezy cGMP
jest identyczny, a roznice dotycza lokalizacji komdrko-
wej, budowy enzymoéw i typéw aktywator6w zaangazo-
wanych w regulacje ich aktywnosci [1].

Rozpuszczalne cyklazy zwierzat sa heterodimerami
zbudowanymi z dwéch tancuchdw polipeptydowych:
tancucha a o masie czasteczkowej 73-82 kDa oraz tancu-
cha p o masie czasteczkowej 70-74 kDa. Podjednostki te
kodowane sa przez r6zne geny dzieki czemu zachodzi
mozliwo$¢ zréznicowania ich syntezy. W wyniku badan
ustalono, ze istniejg trzy izoformy podjednostki a: 1, 2, 3
oraz trzy izoformy podjednostki p: 1, 2, 3. Kazdy tafAcuch
sktada sie z N-kofncowej domeny regulatorowej, domeny
dimeryzacyjnej umozliwiajacej tgczenie sie dwoch tancu-
chéw oraz domeny katalitycznej, umiejscowionej na C-
koncu. Stwierdzono, ze poszczeg6lne izoformy réznig sie
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w do$¢ znacznym stopniu, a whasciwosci
regulatorowe catego kompleksu determi-
nuje podjednostka p. W przypadku cyklaz
petna aktywnod$¢ katalityczna enzymu wy-
maga dimeryzacji obydwu podjednostek.
Powstaje w ten sposéb centrum katalitycz-
ne zbudowane z 250 reszt aminokwaso-
wych zlokalizowane przy C-koncu. Muta-
cje w regionie katalitycznym tylko jednej
podjednostki powodowaty unieczynnienie
enzymu [13]. Istniejg jednakze pojedyncze
doniesienia wskazujace, ze monomeryczne
biatko jest w stanie przeprowadzi¢ reakcje
syntezy cGMP z GTP. W komérkach ner-
wowych é¢my (Manduca sexta) zidentyfiko-
wano dwie sGC (MsGC-(33 oraz MsGC-I),
ktére do swojej aktywnos$ci nie wymagaja
tworzenia heterodimeru, jednakze mecha-
nizm regulujacy aktywnos¢ tych cyklaz nie
zostat dotad poznany [13,14],

CYTOZOL

BLONA
KOMORKOWA

Podstawowym aktywatorem cytosolo-
wych cyklaz guanylanowych jest tlenek
azotu (NO). Mechanizm aktywacji opiera sie na zmianie
konformacji enzymu powodowanej rozluznieniem wig-
zania grupy prostetycznej z tancuchem p w wyniku zwig-
zania NO z grupg hemowga domeny regulatorowej. Dez-
aktywacja enzymu nastepuje poprzez oddysocjowanie
NO od hemu. Innym, chociaz znacznie stabszym aktywa-
torem sCG jest tlenek wegla. Ponadto stwierdzono, ze w
obecnosci jondw wapnia nastepuje zahamowanie aktyw-
nosci enzymu, co moze sugerowaé, ze zmiany stezenia
cGMP i Cazrw komorce oparte sg na zasadzie sprzezenia
zwrotnego [11].

Poznane cyklazy btonowe u zwierzat (pGC) mozna
podzieli¢ na dwie kategorie: enzymy zwigzane z btong
komorkowga (bedace jednoczes$nie biatkami efektorowy-
mi) oraz enzymy regulowane przez zmiany stezenia Ca2
wystepujace w rzeskach pierwotniakéw i w komorkach
fotoreceptorowych kregowcéw. Inny podziat, bazujacy
na tkankowej lokalizacji wyréznit 7 izoform, z ktérych
cyklazy A, B, G wystepujg w réznych tkankach, cyklaza
C wystepuje w jelitach, D w komérkach wechowych, na-
tomiast cyklazy E, F wystepujg w komorkach siatkdwki
[111.

Cyklazy btonowe zbudowane sg z pojedynczego tan-
cucha polipeptydowego o masie czgsteczkowej 110-180
kDa. Podobnie jak w przypadku sGC do petnej aktyw-
nosci katalitycznej niezbedny jest proces dimeryzacji, w
wyniku ktérego powstaje homodimer. W strukturze pGC
mozemy wyrdzni¢ domene zewnatrzkomaérkowa zloka-
lizowana na N-koncu, sktadajgca sie z ok. 500 reszt ami-
nokwasowych, ze specyficznie usytuowanymi resztami
cysteiny (Ryc. 3). Domena ta uczestniczy w odbieraniu
zewngtrzkomorkowego sygnatu dzieki wystepowaniu
miejsc N-glikozylacji. Kolejng domeng jest domena trans-
btonowa zbudowana z okoto 25 reszt aminokwasowych
tworzacych strukture a-helisy, a jej podstawowym zada-
niem jest utrzymywanie fancucha polipeptydowego w
btonie komérkowej. Domena ta potgczona jest z dome-
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ORAGNIZMY PROKARIOTYCZNE

7z N1

Synechocistis (Cya2) GC

Nostoc (CyaC) AC

ORAGNIZMY EUKARIOTYCZNE
1. Grzyby
Saccharomyces (CYR 1) AC -Enm .
2. Zwierzeta
mAC

sGCP

3. Rosliny

AIGC1, ZmGC1, PnGC-1

BAIBR1-1

2ZnPSiP

| domena katalityczna odcinek bogaty w powtérzenia leucynowe

| domena regulatorowa domena asocjacji matego biatka Ras

| domena transmembranowa 1 kinaza histydynowa

| domena dimeryzacyjna ATPaza podobna do kinazy histydynowej

~ domena kinazopodobna domena obecna w fitochromach z odcinkami GAF

1 domena zewnatrzkomadrkowa region zewnatrzkomérkowy z domeng CHASE

1 domena fostatazowa domena odpowiedzialna za regulacje odpowiedzi

1 region nie zidentyfikowany

Rycina 3. Domenowa budowa cyklaz adenylanowych i guanylanowych organi-
zmoéw prokariotycznych i eukariotycznych.

ng wewnatrzkomoérkowag wykazujagcg homologie do ki-
naz biatkowych. Fosforylacja wystepujacych w niej reszt
treoniny i seryny jest niezbedna do aktywnos$ci niekto-
rych cyklaz btonowych np. GC-A i GC-B. Na C-koncu
zlokalizowane sg domeny dimeryzacyjna i katalityczna,
ktérych sekwencja aminokwasowa jest najbardziej za-
chowana w ewolucji. Pierwsza z nich umozliwia dimery-
zacje tancuchéw polipeptydowych podjednostek homo-
dimeru, natomiast druga odpowiada za wigzanie GTP i
przeksztatcenie go do cGMP [11,15]. Za specyfike reakcji
odpowiedzialne sg reszty glicyny i argininy taczace si¢ z
grupg fosforanowg GTP oraz reszta cysteiny rozpoznaja-
ca guanine. Dwie reszty kwasu asparaginowego lub glu-
taminowego odgrywajg istotng role w wigzaniu jondw
dwuwarto$ciowych (Mn2-lub Mg2+), a reszty asparaginy i
lizyny stabilizujg zachodzacg reakcje. Istnieje wiele czyn-
nikéw i procesow wptywajgcych na wzrost aktywnosci
cyklaz btonowych. Do najwazniejszych nalezg ATP, jony
wapnia, peptydy natriuretyczne, enterotoksyny bakteryj-
ne oraz proces fosforylacji [11],

U ssakow cyklaza adenylanowa, podobnie jak to ma

miejsce w przypadku cyklazy guanylanowej, wystepuje
w 2 formach: rozpuszczalnej i btonowej. Cyklaza beda-
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ca integralnym biatkiem btonowym (tmAC) zbudowana
jest z 2 domen hydrofobowych, z ktérych kazda posiada
6 segmentéw transbtonowych (MI i M2) oraz 2 domen
hydrofilowych bedgcych domenami katalitycznymi (Cla,
Clb oraz C2a, C2b). Korice aminowy i karboksylowy tari-
cucha polipeptydowego sg zlokalizowane w cytoplazmie
(Ryc. 3). Opisano przynajmniej 9 izoform btonowej AC,
zidentyfikowanej poprzez klonowanie cDNA, z ktorych
kazda podlega innej regulacji, a poziom ekspresji zmienia
sie zaleznie od analizowanej tkanki. Regulacja aktywno-
§ci AC zachodzi nie tylko poprzez podjednostke a biat-
ka G i G, lecz takze przez podjednostke Py CZY kinazy
C. W miare postepu badan okazalo sie, ze 5 ze znanych
izoform AC jest regulowanych przez jony wapnia. Ak-
tywnos$¢ trzech z nich byta stymulowana, a dwéch ha-
mowana przez ten kation [12]. Cechg charakterystyczng
wszystkich btonowych form AC jest mozliwos$¢ stymu-
lacji ich aktywnos$ci poprzez egzogenne podanie forsko-
liny.

Od kilku lat w centrum zainteresowania badaczy znaj-
dujg sie rozpuszczalne cyklazy adenylanowe [16-19]. Ich
aktywnos$¢ nie jest regulowana przez biatka G i forskline,
a jedynie przez jony Mn2+ Ponadto sg one wrazliwe na
zmiany stezenia dwuweglandéw i C02[17,20], co nasuwa
przypuszczenie, ze rozpuszczalne AC funkcjonujg jako
sensory aktywno$ci anhydrazy weglanowej [19]. Anali-
za cDNA wykazata, Zze cyklaza adenylanowa ssakdw jest
biatkiem o masie czasteczkowej 187 kDa, podczas gdy
wyizolowany ioczyszczony enzym o aktywno$ci cyklazy
adenylanowej jest biatkiem o masie jedynie 48 kDa. Auto-
rzy wskazujg wiec na role procesu proteolizy w uzyska-
niu aktywnego biatka [20,21].

Rozpuszczalna cyklaza adenylanowa o petnej dtugo-
Sci (SACH, ang. soluble adenylyl cyclase - full-lengh) zbu-
dowana jest z 2 domen katalitycznych (Cl, C2) na koncu
N oraz zlokalizowanej na koricu C domeny autoinhibi-
torowej, ktora jest w stanie modulowaé szybkos$¢ reakcji
bez wptywu na powinowactwo do substratu [18]. Cha-
rakterystyczng cechg tych enzymoéw jest obecnos$¢ tzw.
petli P, bedgcej motywem odpowiedzialnym za wigzanie
ATP lub GTP [20], Ponadto we fragmencie C-koAcowym
znajduje sie odcinek bogaty w reszte leucyny, czyli po-
tencjalne miejsce powstawania zamka leucytowego, oraz
odcinek o charakterystycznej konformacji wskazujacej na
mozliwo$¢ przytgczania sAC do organelli komorkowych
[21]. Skrocona forma cyklazy (sACt ang. soluble adenylyl
cyclase - truncated) posiada tylko 2 domeny katalityczne
i jest 20-krotnie aktywniejsza od sACfl. Enzym ten ulega
aktywacji w jadrach komaérkowych, lecz sam mechanizm
tego procesu nie zostat poznany [20,22].

W poréwnaniu do cyklaz guanylanowych, takze w
domenie katalitycznej cyklaz adenylanowych wystepuja
reszty aminokwasowe warunkujace ich specyficzno$¢. W
domenie C2 zlokalizowane sg reszty lizyny i kwasu aspa-
raginowego, ktore odpowiadajg za specyficzne wigzanie
ATP oraz reszty argininy i asparaginy biorace udziat w
stabilizacji wigzania. Natomiast, znajdujace sie w dome-
nie Cl, dwie reszty kwasu asparaginowego sg odpowie-
dzialne za wigzanie jondw magnezu lub manganu. Nale-
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zy jednak wspomnieé, ze odstepstwa od takiego uktadu
reszt aminokwasowych sg spotykane dosy¢ czesto [22].

Istnieje obszerna bibliografia opisujgca cyklazy pier-
wotniakéw iorganizmoéw bezkregowych. Btonowa cykla-
za guanylanowa zostata opisana w plemnikach jezowca,
gdzie jest zaangazowana w proces chemotaksji i detekcji
biatek wydzielanych przez oocyty [1]. U nicienia Caenor-
habditis elegant odkryto 27 btonowych i 7 rozpuszczalnych
izoform GC. Biorg one udziat w procesach powonienia
oraz determinacji jego neuronalnej asymetrycznosci [23].
W przypadku muszki owocowej (Drosophila melanogaster)
oznaczono 6 btonowych i 5 rozpuszczalnych cyklaz gu-
anylanowych, jednak do chwili obecnej ich rola nie zosta-
fa poznana [24].

U émy zmierzchnicy (Manduca sexta) zidentyfikowano
kilka izoform cyklaz guanylanowych. Typ RetGC bedacy
btonowym enzymem jest regulowany przez jony wap-
nia, natomiast MsGC-1 jest enzymem rozpuszczalnym,
ktéry wykazuje homologie do cyklazy receptorowej typu
GC-B ssakéw, lecz pozbawiony jest domen zewnatrzko-
morkowej, transbtonowej i kinazowej. Kolejny enzym,
MsGC-p3, przypomina izoforme |[3ssakow, jednak w jego
domenie regulatorowej brak jest motywu zawierajgcego
reszte cysteiny, odpowiedzialnego za wigzanie hemu.
Enzym ten jest aktywny jako homodimer niewrazliwy
na tlenek azotu [24]. Autorzy tych odkry¢ sugeruja jed-
nocze$nie, ze aktywacja GC przez NO jest ewolucyjnie
mtodszym zjawiskiem i pojawia sie dopiero u zwierzat
bardziej rozwinietych, za czym dodatkowo przemawia
fakt braku w genomie np. C. elegans genu o homologii do
syntazy tlenku azotu [8].

Przeprowadzone szczeg6towe analizy szeregu izoform
cyklaz adenylanowych i guanylanowych z orzeskow Pa-
ramecium i Tetrahymena pozwolito na stwierdzenie, ze en-
zymy te sg regulowana poprzez przeptyw jondw przez
plazmalemme. Wykazano, ze posiadajg one domeny cha-
rakterystyczne dla cyklaz, jak rowniez domeny spotyka-
ne w kanatach zaleznych od potencjatu btony z szeScioma
petlami transbtonowymi. W miare postepu badan okaza-
o sie, ze ortologi tych gendw, zachowane w ewolucji w
mniejszym stopniu, sg takze obecne u Plazmodium, Toxo-
plama gondii i Cryptosporidium parvum [25,26]. U zarodz-
ca sierpowatego (Plasmodium falciparum) odnaleziono
rowniez gen kodujgcy prawdopodobnie cyklaze adeny-
lanowg (P/AC2). Cyklaza ta charakteryzuje sie unikalng
budowga, poniewaz powstajgce na bazie tego genu biatko
zawiera pojedynczg domene katalityczng, czym bardziej
przypomina sGC z Dictyostelium, niz typowg cyklaze ade-
nylanowg [2,22,26].

W komoérkach Dictyostelium wykryto zaré6wno cyklaze
adenylanowga jak i guanylanowag, ktére wykazujg wyraz-
ne podobienstwo do cyklaz kregowcow [26,27]. Cykla-
za adenylanowa jest biatkiem btonowym zbudowana z
duzej domeny zewnatrzkomérkowej, domeny transbto-
nowej oraz wewnatrzkomdrkowej domeny cyklazowej.
Cze$¢ zewngtrzkomorkowa zawiera domeng CHASE od-
powiedzialng za wigzanie liganda. Nie zaobserwowano
jednak wystepowania domeny homologicznej z kinaza-
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mi, ani a-helikalnej struktury coiled-coil, odpowiedzial-
nej za proces dimeryzacji biatka. Cyklaza guanylanowa
natomiast jest biatkiem rozpuszczalnym, charakteryzujg-
cym sie wystepowaniem zachowanych w ewolucji domen
Cl i C2 oraz domeny AAA z motywem petli P, brakiem
za$ domen transbtonowych. Warto jednak zaznaczy¢, ze
w przypadku GC domeny CI i C2 sg odwrdécone w ten
sposoOb, ze domena C2 znajduje sie na N-koncu, a regula-
cja aktywnosci zachodzi poprzez heterotrimeryczne biat-
ka G, poprzez ktére enzym tgczy sie z btong komorkowsa.

ROSLINNE CYKLAZY NUKLEOTYDOW PURYNOWYCH

Podobnie jak ma to miejsce w komorkach zwierzecych,
takze w komaorkach roslinnych cykliczne nukleotydy sg
czasteczkami sygnatowymi zaangazowanymi w szereg
procesow, ktére ponadto odgrywaja integracyjng role dla
wielu szlakéw przekazywania sygnatu. Zmiany stezenia
cyklicznych nukleotydow byty obserwowane podczas
kietkowania i orientacji ziaren pytku, grawitropizmie
korzeni, ruchach aparatéw szparkowych, odpowiedzi
na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe i fotomorfo-
genezie [28,29], Przydatno$¢ uzyskanych danych bytaby
jednak ograniczona jesli nie towarzyszytyby im typowo
biochemiczne i molekularne badania enzyméw odpowie-
dzialnych za zmiany endogennego poziomu cyklicznych
nukleotydow oraz ,efektordw" zaangazowanych w od-
biér informacji zawartych w tych zmianach. W ostatnich
latach sukcesywnie pojawiajg sie prace, ktorych przed-
miotem badan sg wtasnie cyklazy nukleotydéw puryno-
wych.

Jednokomadrkowy glon Chlamydomonas reinhardtii jest
wykorzystywany jako system modelowy w badaniu zja-
wiska przekazywania sygnatéw u roslin. Prowadzac ba-
dania na tym materiale stwierdzono, ze w komérkach
wystepuje duze stezenie cyklicznego AMP, ktéry odgry-
wa znaczgcg role w rozmnazaniu ptciowym, ajego synte-
za zachodzi w momencie tgczenia sie komorek o odmien-
nym tadunku. Kolejne badania wskazaty na istnienie w
komérkach tego glonu cyklazy adenylanowej, ktdra jest
niewrazliwa na forskoling czy GTPyS, regulatory zwie-
rzecej tmAC [8].

W 2005 roku realizowano projekt, ktérego celem byto
poznanie genomu Chlamydomonas. Analiza uzyskanych
fragmentow wykazata istnienie 92 sekwencji homolo-
gicznych do cyklaz guanylanowych. Wyselekcjonowano
12, ktére analizowano pod katem ich podobienstwa do
znanych AC i GC. Okazato sie, ze 3 sposrdd nich kodujg
biatka posiadajgce w domenie Kkatalitycznej reszty ami-
nokwasowe warunkujace specyficznos¢ dziatania tych
enzymow jako cyklaz guanylanowych. Do chwili obecnej
brak jest informacji o roli jakg odgrywa cGMP w komoér-
kach glondw, jednakze istnienie tak duzej liczby gendéw
kodujacych GC moze wskazywaé na jego istotne znacze-
nie.

Istnieje szereg posrednich dowodéw wskazujacych na
wystepowanie cyklazy guanylanowej w tkankach roslin-
nych. Pochodzg one zardwno z doSwiadczen fizjologicz-
nych, w ktoérych poprzez zastosowanie tzw. zwigzkow
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farmakologicznie czynnych wptywano na procesy zacho-
dzace w komaorkach roslinnych, jak réwniez z analiz ak-
tywnosci cyklaz in vivo, czyli pomiaru endogennego ste-
zenia cyklicznych nukleotydéw w analizowanych tkan-
kach. Osiggniecia na tym polu prezentowane byty w pra-
cach przeglgdowych opublikowanych w ostatnich latach
w czasopismach o zasiegu krajowym i og6lnoswiatowy
[8,28-30], W prezentowanej pracy skupiono sie jedynie na
dowodach bezposrednich, ktére jednoznacznie wskazuja
na istnienie tej grupy enzyméw w komdrkach roslinnych.

Pierwszych takich dowodow dostarczyly badania,
ktérych wyniki wskazujg na istnienie w chloroplastach
komdrek szpinaku (Spinacia oleracea) dwdch cyklaz: jed-
nej o aktywnosci odpowiadajacej cyklazie guanylanowej,
natomiast drugiej adenytanowej [30]. Wyniki do$wiad-
czeh prowadzonych na owsie (Avena sativa) i wilcu wiel-
kokwiatowym (Pharbitis nil) dowodzg istnienia w ich
komérkach cyklaz guanylanowych. We frakcjach btono-
wych wyizolowanych z komdrek owsa zaobserwowano
aktywnos$¢ enzymu, ktéry powodowat konwersje GTP
do cGMP, a proces ten byt pod kontrolg fitochromu [31].
W organach wilca natomiast wystepuje biatko o masie 40
kDa zdolne do syntezy ¢cGMP, wykazujace powinowac-
two do przeciwciat skierowanych przeciwko domenie ka-
talitycznej cyklaz rozpuszczalnych. Badania prowadzone
na skrawkach tkankowych wykazaty silny sygnat znako-
wania w komoérkach miekiszu palisadowego, gabczastego
i aparatach szparkowych. Natomiast analizy na poziomie
ultrastrukturalnym wykazywaty obecnos$¢ intensywnego
znakowania w chloroplastach, peroksysomach i cytosolu
[32]. Poniewaz podobne doswiadczenia nie byly wcze-
$niej wykonywane, brak jest wczesniejszych préb wyja-
$nienia takiego rozmieszczenia enzymu.

Dobitnym potwierdzeniem tego, ze cyklazy sg obecne

w tkankach roslinnych jest znalezienie genu/6w koduja-

cych te enzymy. Do chwili obecnej w Banku genéw zde-
ponowano kilka sekwencji kodujacych przypuszczalne
ro$linne cyklazy [33]. Ponadto ukazaty sie prace dos$wiad-
czalne poruszajgce problem obecnosci u roslin gendow
kodujacych cyklazy nukleotydéw purynowych. Analizy
wszystkich 4 opisanych roslinnych cyklaz guanylano-
wych: AtGCI [34] i AtBRI-1 z rzodkiewnika (Arabidopsis
thaliana) [35], ZnGC-1 z kukurydzy (Zea mays) [36], PnGC-
1 z wilca (Pharbitis nil) [33] wykazuja, ze posiadajg one
cechy pozwalajgce je zakwalifikowaé do rodziny cyklaz
guanylanowych, jednocze$nie roznig sie one w budowie
od znanych cyklaz zwierzat. Po pierwsze, analizy praw-
dopodobnej sekwencji reszt aminokwasowych wykazaty,
ze w domenie katalitycznej wystepujg wszystkie reszty
aminokwasowe, ktore warunkujg specyficzno$¢ reakcji
[3], Po drugie, centrum katalityczne zostato zlokalizowa-
ne na N-koncu, co odréznia ro$linne GC od zwierzecych
izoform. Po trzecie, sposréd oznaczonych cyklaz jedynie
AtBRII zostal scharakteryzowany jako cze$¢ receptora
brasinosteroidow, natomiast trzy pozostate wydaja sie
by¢ enzymami zlokalizowanymi w cytosolu. Nie posiada-
ja one ani sekwencji kierujgcej do btony, ani domen cha-
rakterystycznych dla cyklaz btonowych, tj. domeny od-
powiedzialnej za wigzanie liganda, domeny transbtono-
wej oraz wewnatrzkomorkowej o wiasciwosci kinaz. Po
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czwarte, zwierzece rozpuszczalne cyklazy guanylanowe
nalezg do duzej rodziny biatek H-NOX (ang. heme nitric
oxide and/or oxygen-binding domain), ktdrych aktywnos¢
jest regulowana poprzez tlenek azotu (NO) [37,38]. Biat-
ka te posiadajg zachowany w ewolucji motyw C-X-X-H,
ktory jest odpowiedzialny za wigzanie hemu i NO. Zadna
z izoform roslinnych GC nie posiada takiej sekwencji, zas
aktywnos$¢ AtGCIl i PnGC-1 nie zwiekszata sie w obec-
nosci SNP, jako donora NO. Dodatkowg cechg PnGC-1
byta obecno$¢ aminokwaséw odpowiedzialnych za przy-
taczenie kwasu mirystynowego. Proces N-mirystoilacji
odgrywa istotng role w wigzaniu biatka do bton i procesie
oddziatywania biatko-biatko. Odwracalne kotwiczenie li-
pidowe jest takze jednym z czynnikéw kontroli przeka-
zywania sygnatu w komdrkach eukariotycznych. Pew-
ne biatka z kowalencyjnie przytgczonym lipidem, mogga
zachowywacé sie jak biatka rozpuszczalne, a kotwice nie
petnig wtedy funkcji unieruchamiajagcej biatko, lecz od-
powiadajg za przekazywanie sygnatu, co zostato zaobser-
wowane podczas odpowiedzi ro$lin na czynniki stresowe
[39], Jednakze jaka role odgrywa ten proces w przypadku
cyklazy guanylanowej z P. nil nie wiadomo.

Istnieje takze szereg posrednich dowodoéw na obec-
nos¢ w komadrkach roslinnych cyklaz adenylanowych.
Stwierdzono, ze znaczacy wptyw na zmiany endogen-
nego poziomu cAMP odgrywaja: niska temperatura [39],
egzogennie aplikowane fitohormony [30,40,41], Swiatto
[42,43], jak rowniez czynniki pochodzenia wirusowego,
bakteryjnego i grzybowego [44-46]. Wskazuje to na obec-
no$¢ u roslin cyklazy adenylanowej, ktorej aktywnos$¢
podlega modulacji przez te czynniki.

Poczatkowe doSwiadczenia zmierzajgce do zidentyfi-
kowania roslinnych cyklaz adenylanowych zwigzanych z
btonami (tmAC) prowadzone bytly poprzez pomiar ilosci
grup fosforanowych, powstajgcych jako rezultat formo-
wania cAMP z ATP, wigzanych poprzez metale ciezkie
(takie jak otéw, cer). Metoda ta byta obarczona szere-
giem btedéw, poniewaz w przypadku wielu reakcji PPi
jest jednym z uzyskiwanych produktéw. Ponadto samo
uzycie metali ciezkich mogto zredukowa¢ aktywnos$¢ en-
zymu. Pomimo tych mankamentéw metoda ta wykazata
obecno$¢ AC w plazmalemmie i btonie chloroplastéw ko-
morek roslinnych [47],

Kolejnych dowoddéw dostarczyty wyniki badan z wy-
korzystaniem imido-difosforanu adenozyny, jako sub-
stratu cyklazy adenylanowej [48], Stwierdzono, ze tmAC
jest zlokalizowana w plazmalemmie, tonoplascie i plasty-
dach komdrek mchu pratnika srebrzystego (Bryum argen-
teum). Inni badacze [49] uzywajgc takiego samego sub-
stratu i przeciwciat znakowanych ztotem, skierowanych
na cAMP, zlokalizowali cAMP jako produkt aktywnosci
AC w stromie i przestrzeni miedzybtonowej chloropla-
stdw tytoniu (Nicotiana tabacum). U ziemniaka (Solanum
tuberosum) cAMP powstaje prawie we wszystkich orga-
nellach komérkowych, przy czym najsilniejszym sygna-
tem charakteryzowaty sie chloroplasty i jadro [45,50].
Analiza frakcji btonowych uzyskanych z kwiatow lilii
(Lilium x hybridum hort cv. Connecticut) wykazata, ze wy-
stepujacy tam enzym konwertuje ATP do cAMP, a jego
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aktywno$¢ zmienia sie pod wptywem forskoliny i ALF3
[51].

Dane literaturowe wskazujg, ze roslinne izoformy
tmAC dziatajg w szerokim zakresie pH, od 4,8 do 8,8
[52,53], a do swojej aktywno$ci wymagajg obecnosci jo-
now magnezowych, analogicznie do cyklaz zwierzecych
i tych opisanych u mikroorganizméw. Rdwniez zwigzki
takie jak forskolina czy NaF, ktére modulujg aktywnos$¢
cyklaz adenylanowych u zwierzat, majg wptyw na aktyw-
nos$¢ tmAC wyizolowanych z tkanek roslinnych [40,41],

W 2002 roku stwierdzono [27], na podstawie analizy
genomu organizméw prokaryotycznych i eukaryotycz-
nych, ze roSliny nie posiadajg rozpuszczalnej cyklazy
adenylanowej. Aby wyjasni¢ brak u roslin odpowiednika
zwierzecych cyklaz adenylanowych wysunieto hipoteze
[54], ktéra zaktada, ze geny kodujace cyklazy adenyla-
nowe u ro$lin majg inng budowe domenowg i moga by¢
ukryte posréd innych gendw, szczeg6lnie gendéw odpor-
nosci, ktorych liczba u Arabidopsis siega 300, a u ryzu ok.
1500. Produkty ekspresji tych genéw moga bezposrednio
wptywac na aktywnos$¢ szlakéw przekazywania informa-
cji u roslin. Dotychczasowe, pojedyncze jeszcze wyniki
sugeruja poprawnos¢ tej hipotezy. Na podstawie homo-
logii do rejonu bogatego w reszty leucyny, charaktery-
stycznego dla cyklaz adenylanowych, u Zea mays ziden-
tyfikowano gen PSiP. Gen ten posiada domene ATPazy
typu AAA, lecz brak mu typowej domeny katalitycznej
Cl i C2, charakterystycznej dla cyklaz adenylanowych.
Brak tej domeny budzi watpliwosci co do przypisywa-
nej mu funkcji. Istniejg jednakze dodatkowe dowody, ze
biatko to jest rzeczywiscie cyklaza adenylanowg. Dostar-
czyty je badania wykonane na zmutowanym szczepie
E. coli, ktéry charakteryzowat sie zaburzona przemiang
weglowodandéw. Bakterie te nie posiadaty takze aktywnej
cyklazy adenylanowej. Wprowadzenie do tych komoérek
genu PSiP spowodowato pojawienie sie w nich cykliczne-
go AMP inormalng przemiane cukréw. Moutinho i wsp.
[54] zaobserwowali réwniez, ze ekspresja tego genu i
podniesienie endogennego poziomu cAMP sg niezbedne
do kietkowania i wzrost tagiewki pytkowej, a stymuluja-
cy wptyw forskoliny wskazuje na udziat btonowej cykla-
zy adenylanowej w tym procesie.

W roku 1988 roku [55] wyizolowano icze$ciowo oczysz-
czono rozpuszczalng cyklaze adenylanowg z komérek
lucerny. Jej aktywno$¢ w obecnosci Mg2~ATP byta sty-
mulowana poprzez dodanie Ca2-lub kalmoduliny. GTP,
forskolina, NaF itoksyna cholery (modulatory tmAC) nie
miaty wptywu na aktywnos$¢ tego enzymu. Dziewie¢ lat
pézniej Ishikava i wsp. [41] zidentyfikowali gen koduja-
cy prawdopodobng rozpuszczalng cyklaze adenylanowa.
Biatko stworzone na bazie cDNA, oznaczone jako axil41,
posiadato odcinek bogaty w reszty leucyny i wykazywato
homologie do cyklazy adenylanowej z komaérek drozdzy
rozszczepkowych (Schizosaccharomyces pombe).

Ostatnio, w wyniku prac prowadzonych na ziemnia-
ku [47,50] zidentyfikowano rozpuszczalng cyklaze ade-
nylanowa, ktéra byta aktywowana przez jony magnezu i
jony dwuweglanowe, natomiast NaF nie miat wptywu na
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tempo syntezy cAMP. Analizy immunochemiczne z wy-
korzystaniem specyficznych przeciwciat skierowanych
przeciw domenie Kkatalitycznej cyklaz adenylanowych
pozwolity na zidentyfikowanie biatek o r6znych masach
czasteczkowych, od 225 do 60 kDa, dostarczajgc tym sa-
mym dowodoéw na role proteolizy w procesie uzyskiwa-
nia aktywnego enzymu.

Obecnos$¢ w komdrkach roslinnych biatek CAP (ang.
cyclase associated protein) (synonim: Srv2p), bioracych
udziat w polimeryzacji aktyny, stanowi ostatni z dowo-
déw na istnienie u roslin cyklaz adenylanowych. Biatka
te opisane poczgtkowo u drozdzy Saccharomyces cerevi-
siae [55] zostaty nastepnie zidentyfikowane takze u roslin
[67,58], Co najwazniejsze, biatka te posiadajg na koncu
N domene wigzacag cyklaze adenylanowag, ktéra jest nie-
zbedna do ich aktywacji. Wskazuje to jednoznacznie na
koniecznos¢ istnienia takich cyklaz u roslin.

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach nasza wiedza dotyczaca cyklicz-
nych nukleotydow, jako elementéw tancucha przekazy-
wania sygnatéw u roslin, jest sukcesywnie uzupetniana
i wzbogacana o nowe informacje. Ciagle jednak jesteSmy
na poczatku drogi prowadzacej do zrozumienia rézno-
rodnos$ci i ztozonos$ci roslinnych systeméw przekazywa-
nia sygnatéw. W przypadku cyklicznych nukleotydow
i uktadéw generujacych ich powstawanie ta wiedza jest
szczegOlnie uboga i fragmentaryczna.

Poczatkowe niepowodzenia dotyczgce identyfikacji
cyklaz nukleotydéw purynowych u ros$lin tlumaczone
byty tym, ze w komdrkach kregowcoéw przekazywanie
sygnatow z udziatem cyklicznych nukleotyddw zwigzane
jest z kontrolg proceséw zwiazanych z ruchem, tak wiec
utrata przez rosliny tych zdolnosci spowodowata zanik
cyklaz adenylanowych i guanylanowych. Jednakze mija
sie to z prawda, poniewaz w komorkach roslinnych za-
chodzi wiele proceséw, w ktorych ruch komérki odgrywa
istotng role tj. ruchy aparatéw szparkowych, kietkowanie
ziarna pytku, ruch organelli komoérkowych. W procesach
tych, jak rowniez w szeregu innych udziat cGMP i cAMP
zostat udowodniony. Sktania¢ by sie nalezato raczej do
stwierdzenia, ze cyklazy roslinne charakteryzujg sie inng
budowg i wymagajg innych aktywatoréw warunkujgcych
ich aktywno$¢, a przedstawione powyzej wyniki potwier-
dzajg to zatozenie.
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ABSTRACT

Cyclic nucleotides ((AMP 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 messengers 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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STRESZCZENIE

edna z koncowych reakcji szlaku biosyntezy chlorofilu u okrytonasiennych: redukcja pro-

tochlorofilidu (Pchlid) do chlorofilidu (Chlid), jest indukowana $wiattem i katalizowana

przez zalezng od Swiatta oksydoreduktaze Pchlid:NADPH (1.3.1.33; LPOR). Brak $wiatta,
skutkuje zatrzymaniem biosyntezy chlorofilu na etapie utworzenia protochlorofilidu, zmia-
nami w wygladzie siewki i strukturze plastydéw oraz zahamowaniem syntezy niektérych
biatek aparatu fotosyntetycznego. Swiatto indukuje fotoredukcje Pchlid—»Chlid oraz wy-
zwala szereg reakcji biochemicznych i zmian strukturalnych prowadzacych do wyksztatce-
nia struktury tylakoidéw. Przedstawiona praca stanowi podsumowanie aktualnego stanu
wiedzy na temat biatka LPOR, mechanizmu reakcji redukcji protochlorofilidu, roli struktur
lipidowych charakterystycznych dla etioplastdw, jak réwniez wtasciwosci spektralnych pro-
tochlorofilidu w etiolowanych siewkach okrytonasiennych i uktadach modelowych.

WPROWADZENIE

Wszystkie organizmy, ktére odzywiajg sie autotroficznie, tj. dzieki przepro-
wadzanemu procesowi fotosyntezy, zawierajg chlorofil (Chi) lub bakteriochlo-
rofil — podstawowe barwniki fotosyntetyczne. U ro$lin okrytonasiennych jed-
na z kofAcowych reakcji szlaku biosyntezy Chi, redukcja protochlorofilidu do
chlorofilidu (Chlid), jest indukowana Swiattem i katalizowana przez zalezng
od Swiatta oksydoreduktaze Pchlid:NADPH (1.3.1.33; LPOR). W toku ewolu-
cji okrytonasienne utracity geny enzymu zdolnego katalizowac te reakcje bez
udziatu Swiatta (geny niezaleznej od $wiatta oksydoreduktazy protochlorofilidu
[1,2]). Enzym ten jest obecny we wszystkich pozostatych grupach organizméw
fotosyntetyzujgcych.

Reakcja fotoredukcji Pchlid—Chlid u okrytonasiennych odgrywa kluczowa
role nie tylko w procesie biosyntezy chlorofilu, ale tez w regulacji rozwoju ro-
sliny, w szczeg6lnosci w wyksztatceniu chloroplastéw zawierajgcych aktywny
aparat fotosyntetyczny. W ciemnos$ci, np. w przypadku kietkujagcych w ziemi
nasion, proces biosyntezy chlorofilu zostaje zatrzymany, a rozwdéj plastydow
oraz catej siewki skierowany na droge skotomorfogenezy. Rosliny rosnace bez
dostepu Swiatta stajg sie etiolowane, o charakterystycznym wygladzie: majg
wydtuzony hipokotyl, haczyk wierzchotkowy, mate z6ttawe liscienie. Etiolacja
siewki moze trwac kilka lub kilkanascie dni kosztem energii pochodzacej z roz-
ktadu substancji zapasowych zgromadzonych w nasieniu. W takich siewkach
biosynteza chlorofilu zachodzi do etapu utworzenia protochlorofilidu. Barw-
nik ten gromadzi sie w btonach wewnetrznych etioplastow, ktore rozwijajg sie
w roélinach etiolowanych w miejsce chloroplastow. W warunkach ekspozycji
na $wiatto w miodych, etiolowanych siewkach okrytonasiennych dochodzi do
zmian programu proceséw wzrostu i rozwoju roéliny o charakterze fotomor-
fogenetycznym, ktéry obejmuje ekspansje liscieni, zatrzymanie wydtuzania hi-
pokotyla, dokonczenie biosyntezy chlorofilu, wreszcie rozwdj chloroplastéw z
btonami tylakoidéw i formowanie funkcjonalnego aparatu fotosyntetycznego.

Fotoenzym LPOR katalizujgcy przemiane Pchlid—Chlid, od wielu lat przy-
cigga uwage badaczy ze wzgledu na udziat w regulacji biosyntezy chlorofilu i
rozwoju siewek roslin okrytonasiennych. W ostatnich latach ukazato sie kilka
prac przegladowych dotyczacych wiasnosci tego enzymu [2-6], charakterystyki
spektralnej komplekséw Pchlid:LPOR:NADPH w etiolowanym materiale ro-
Slinnym [7-9], jak rdwniez podsumowujacych stan obecnej wiedzy dotyczacej
poznania reakcji biochemicznych szlaku biosyntezy chlorofilu [1,2,10]. Zainte-
resowanie LPOR wynika z przekonania, ze jest to wygodny model do badania
oksydoreduktaz [5,6]. W przypadku tej oksydoreduktazy kompleks enzym-sub-
strat tworzy sie w ciemnosci, podczas gdy sama reakcja w tych warunkach jest
zahamowana. Reakcje mozna zainicjowac poprzez oswietlenie i w $cisle kontro-
lowanych warunkach badac jej kinetyke.
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Od czasu ukazania sie artykutu przeglagdowego na temat
indukowanej $wiattem biosyntezy chlorofilu, opublikowa-
nego w Postepach Biochemii [11], uzyskano wiele nowych
danych na temat tego procesu. Obecny stan wiedzy na temat
wiasciwosci LPOR i mechanizmu reakcji, ktorg katalizuje,
wymaga ponownego podsumowania w jezyku polskim. W
niniejszej pracy przedstawiono najnowsze doniesienia na
temat biatka LPOR i indukowanej Swiattem reakcji reduk-
cji protochlorofilidu oraz relacji miedzy akumulacja tego
zwigzku w btonach wewnetrznych etioplastdw, a strukturg
tych bton i wtasciwosciami spektralnymi protochlorofilidu.
Zaprezentowano tez uzyskane ostatnio wyniki prac doty-
czacych wiasciwosci fotofizycznych protochlorofilidu w
uktadach modelowych.

BIOSYNTEZA PROTOCHLOROFILIDU

U roslin wyzszych, w tym okrytonasiennych, zwigzkiem
wyjsciowym w biosyntezie Pchlidu, ktéra dalej prowadzi
do powstania chlorofilu, jest glutaminian. Ten szlak biosyn-
tezy chlorofilu okreéla sie jako szlak C5. Glutaminian zak-
tywowany przez przytgczenie odpowiedniego tRNA ulega
redukcji i przeksztatceniu do kwasu 5-aminolewulinowego
(ALA). ALA jest prekursorem zaréwno dla szlaku biosynte-
zy chlorofilu jak i hemu. Kolejne produkty posrednie reakcji
prowadzacych do powstania czasteczki protochlorofilidu
przedstawione sa na Ryc. la. Wiele enzymo6w szlaku bio-
syntezy chlorofilu zostato oczyszczonych lub otrzymanych
droga ekspresji w bakteriach, a ich struktura i mechanizm
sq przedmiotem dalszych badan. Zainteresowanego czy-

a)
Kwas glutaminowy

I
1 b)

A-ALA

porfobilinogen

hydroksymetylobilan

1
i
1

protoporfiryna IX

1

Mg protoporfiryna IX

DV - protochlorofilid

MV - protochlorofilid

MV- chlorofilid

Rycina 1. (a) Schemat szlaku biosyntezy chlorofilu. Wyr6zniono fragment do-
tyczacy fotoredukcji Pchlid—Chlid. (b) Budowa czasteczki protochlorofilidu.
Zaznaczona grupa CH2CH3w czasteczce MV-Pchlid ulega zmianie na CH=CH2
w przypadku czasteczki DV-Pchlid. Wyrdznione atomy wegla C17 i C18 tworza
wigzanie ulegajace redukcji podczas fotokonwersji Pchlid—Chlid.
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telnika odsytamy do opublikowanych prac przeglagdowych
[1,2,10,12].

Protochlorofilid w etiolowanych siewkach wystepuje w
postaci mono- lub diwinylowych pochodnych (MV-Pchlid
i DV-Pchlid; Ryc. Ib). Obie formy moga by¢ substratem dla
LPOR. Inne zwigzki posrednie szlaku biosyntezy chlorofilu
rbwniez moga wystepowaé w postaci pochodnych mono-
i diwinylowych. Zaproponowano uogolniony wielogate-
ziowy schemat biosyntezy chlorofilu poprzez obie formy
zwigzkow posrednich [13].

Protochlorofilid gromadzacy sie w etiolowanych siewkach
hamuje biosynteze ALA poprzez sprzezenie zwrotne; tym sa-
mym regulowana jest wielko$¢ puli tego zwigzku [3]. Mecha-
nizm tej regulacji nie jest jeszcze doktadnie znany. Czasteczke
protochlorofilidu stanowi uktad porfirynowy ztozony z 4 pier-
Scieni pirolowych i pierscienia izopentanowego (Ryc. Ib). Jest
to czasteczka o charakterze hydrofitowym. Pchlid rozpuszcza
sie w polarnych rozpuszczalnikach organicznych (np. etanol,
metanol, acetonitryl) oraz w wodzie. Jest stabo rozpuszczalny
w rozpuszczalnikach hydrofobowych (np. benzyna). Sprzezo-
ny uktad wigzan podwaéjnych protochlorofilidu odpowiada za
jego wiasciwosci spektralne. Absorbuje on Swiatto w dwéch
zakresach dtugosci fal: niebieskim (pasmo Soreta) i czerwo-
nym (pasmo Q). Grupy ketonowe iatom Mg w centrum uk#a-
du oddziatujg z czasteczkami otoczenia poprzez tworzenie
wigzan wodorowych i koordynacyjnych.

RODZINA GENOW POR IIZOFORMY BIALKA

LPOR jest biatkiem kodowanym w genomie jagdrowym,
nastepnie kierowanym do plastydow: etioplastdw lub
chloroplastéw. Mechanizm transportu tego biatka zostat
ostatnio podsumowany w [2,10,14] i nie jest przedmiotem
niniejszego opracowania. Geny kodujgce LPOR wystepuja
w sinicach, glonach i roslinach wyzszych. Poza okrytona-
siennymi, gdzie LPOR jest jedynym enzymem zdolnym
przeprowadzi¢ redukcje protochlorofilidu, w innych orga-
nizmach enzym ten wystepuje razem z niezalezng od Swia-
tta oksydoreduktazg protochlorofilidu (patrz prace przegla-
dowe [1,2,4,10,15]).

Dotychczas wyizolowano i sklonowano geny por m.in.
jeczmienia (Hordeum vulgare), owsa (Avena sativa), grochu
(Pisum sativum), rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) i innych
(szczegbtowa lista zbadanych pod tym wzgledem organi-
zmoéw znajduje sie w pracach [4,10]). Rosliny okrytonasien-
ne réznia sie miedzy sobg pod wzgledem liczby kopii ge-
néw tego biatka, jak rowniez liczby jego izoform. U A. thalia-
na wykryto trzy funkcjonalne kopie genéw i trzy izoformy
biatka: PORA, PORB, PORC [16-18]. W genomie jeczmienia
wystepuja geny porA iporB idwa izoenzymy: PORA i PORB
[19], W grochu i ogdrku znaleziono po jednej kopii genu por
lecz zidentyfikowano rézng liczbe izoform biatka: jedng w
przypadku ogorka i dwie w grochu [20,21]. Obecno$¢ réznej
liczby kopii genéw nasuwa pytanie o ich funkcjonalne zna-
czenie, na ktdére dotychczas nie uzyskano jednoznacznej od-
powiedzi. Wykazano, ze ekspresja gendw porA i porB jest w
rozny sposob regulowana $wiattem. Podczas wzrostu siew-
ki w ciemnosci ulega nagromadzeniu mRNA PORA i biatko
PORA, a po o$wietleniu obserwuje sie zanik mMRNA PORA
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jak rowniez proteolize biatka. Stwierdzono, ze porB wyka-
zuje staty i niezalezny od Swiatta poziom ekspresji. Na tej
podstawie zasugerowano, ze PORA odgrywa role w trans-
formacji protochlorofilidu zgromadzonego w etiolowanych
siewkach, podczas gdy rolg PORB jest podtrzymywanie
biosyntezy chlorofilu podczas wzrostu rosliny na Swietle
[2,9,10,22]. PORC dotychczas znaleziono tylko w A. thalicina.
Gen kodujagcy PORC ulega ekspresji tylko w Swietle, zatem
moze potencjalnie odgrywac jakas$ role w odpowiedzi rosli-
ny na warunki stresowe [17,18], W dalszym ciggu pozostaje
bez odpowiedzi pytanie, w jaki sposdb regulowana jest bio-
synteza protochlorofilidu w ro$linach posiadajacych tylko
jedna kopie genu ijedng lub dwie izoformy LPOR.

STRUKTURA IWLASCIWOSCI BIALKA LPOR

Czasteczka biatka LPOR zbudowana jest z jednego tan-
cucha polipeptydowego o masie 35-38 kDa [11,12]. Izoen-
zymy PORA i PORB wykazujg duzy stopienh homologii na
poziomie sktadu aminokwasowego dojrzatego biatka [3,11].
Na podstawie sekwencji reszt aminokwasowych LPOR za-
kwalifikowano do rodziny enzyméw ,,RED", w skfad ktdrej
wchodzg niektdre reduktazy, epimerazy, dehydrogenazy
[23,24], Charakterystyczne cechy taczace enzymy ,RED"
to: tworzenie dimerow lub tetrameréw, uzycie NAD(P)+
lub NAD(P)H jako kofaktora oraz obecno$¢ zachowanych
w ewolucji reszt Tyr i Lys, przedzielonych 3 resztami do-
wolnych aminokwasoéw, ktore sa niezbedne do zachowania
aktywnosci katalitycznej enzymu [15]. Kofaktorem wyma-
ganym przez LPOR jest NADPH [25], W strukturze tego
biatka zidentyfikowano zachowany w ewolucji motyw Tyr-
X-X-X-Lys i przy zastosowaniu mutacji punktowej wykaza-
no role reszt Tyr i Lys w prawidtowej koordynacji substra-
tow (NADPH iprotochlorofilidu) w centrum katalitycznym
LPOR [24,26-28], Ponadto reszta Tyr bezpos$rednio zaanga-
zowana jest w dostarczenie H+w czasie redukcji Pchlidu,
a reszta Lys zapewnia utrzymanie pKa umozliwiajgcego
przekaz protonu [24,26]. Pokazano réwniez, ze zwigzanie
NADPH w centrum katalitycznym LPOR chroni jedng lub
wiecej reszt Cys wystepujacych w tancuchu LPOR przed
chemiczng modyfikacja [5].

Struktura krystaliczna enzymu LPOR nie zostata dotych-
czas rozwigzana. Na podstawie podobienstwa sekwencji
LPOR i biatek rodziny ,,RED" oraz w oparciu 0 znajomos¢
struktury krystalicznej niektérych sposrod biatek tej rodzi-
ny opracowano tréjwymiarowy model budowy czasteczki
LPOR z Synechocystis [29]. W modelu tym centralng cze$é
czasteczki biatka stanowi p kartka ztozona z 7réwnolegtych
tancuchéw otoczona 9 helisami a (Ryc. 2). Cechg odrdznia-
jacg LPOR od innych biatek rodziny ,RED" jest dodatko-
wa petla miedzy 5 i 6 taicuchem p zbudowana z 33 reszt
aminokwasowych. Znaczenie tego elementu struktury nie
zostato dotychczas wyjasnione, aczkolwiek sugeruje sie,
ze moze on odgrywac istotng role w wigzaniu czastecz-
ki Pchlidu, oddziatywaniu biatko-btona, lub w procesie
agregacji komplekséow Pchlid:LPOR:NADPH [24,29], W
N-koricowym fragmencie czasteczki biatka znajduje sie
miejsce wigzania NADPH. Obszar ten, charakterystycz-
ny dla wigzania nukleotydéw, zawiera sekwencje reszt
aminokwasowych GxxxGxG zlokalizowang w fatdzie pap
okreslang jako tzw. motyw Rossmanna [3,5,11,30], W opi-
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sywanym modelu zachowane w ewolucji reszty Tyr i Lys,
wazne z punktu widzenia aktywnos$ci katalitycznej [24,28],
znajdujg sie w proponowanym centrum katalitycznym en-
zymu [29]. Sugerowana budowa tego centrum jest zgodna
z modelem centrum katalitycznego LPOR opracowanym
wczesniej na podstawie badan NMR i struktury pierwszo-
rzedowej biatka [31].

MECHANIZM FOTOREDUKCJI PROTOCHLOROFILIDU

Wynikiem fotokonwersji Pchlid—Chlid jest redukcja po-
dwadjnego wigzania C17=C18 w pierScieniu D czasteczki pro-
tochlorofilidu (Ryc. Ib). W wyniku tej reakq'i struktura uktadu
porfirynowego czasteczki protochlorofilidu ulega przeksztat-
ceniu w strukture chloryny, ktérg posiada zaréwno chlorofi-
lid, jak i chlorofil [9], Reakcja ta jest jednokwantowa, a widmo
dziatania podobne do widma absorpcji protochlorofilidu [3],

Fotoredukcji ulega tylko protochlorofilid zwigzany z en-
zymem w tréjsktadnikowy kompleks Pchlid:LPOR:NADPH.
Kompleksy takie ulegajg nagromadzeniu w etiolowanych
siewkach. Pula protochlorofilidu nie zwigzana w kompleks
enzym-substrat nie ulega redukcji pod wptywem krotkiego
(milisekundowego) btysku Swiatta, lecz moze byé wykorzy-
stana jako substrat w kolejnych obrotach enzymu [3,9]. Me-
chanizm indukowanej Swiattem fotoredukcji protochlorofi-
lidu jest intensywnie badany od ponad 40 lat, zar6wno dla

Dodatkowa

Rycina 2. Przestrzenny model budowy czasteczki LPOR z Synechocystis zapro-
ponowany przez Townley i wsp. [29] (za zgoda Autoréw) skonstruowany na
podstawie analizy poréwnawczej pierwszorzedowej struktury tego enzymu i
struktury innych enzyméw rodziny ,,RED".
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biatka oczyszczanego z etiolowanego materiatu, jak i biatek
rekombinowanych [3-5,11,30].

W wyniku absorpcji kwantu $wiatta czasteczka proto-
chtorofilidu, pozostajagc w stanie wzbudzenia elektronowe-
go, jest redukowana do chlorofitidu przez NADPH, ktory
dostarcza H do atomu wegla C17 czasteczki protochlorofi-
lidu (Ryc. Ib), natomiast zachowana w ewolucji reszta Tyr
w centrum katalitycznym jest donorem H+dla wegla C18
[3,4,9,30]. W ostatnich latach uzyskano znaczny postep w
doktadnym zrozumieniu mechanizmu rekcji katalizowanej
przez LPOR dzieki zastosowaniu do badan kinetyki reakcji
oczyszczonych rekombinowanych biatek (podsumowanie
w pracach przeglagdowych [5,6]). Na podstawie pomiarow
widm fluorescencji i absorpcji oraz spektroskopii absorpcji
przejSciowej zidentyfikowano kilka etapow reakcji fotore-
dukcji protochlorofilidu, z ktérych pierwszy jest inicjowany
Swiattem, za$ kolejne zachodzg niezaleznie od $wiatta. Do-
Swiadczenia te potwierdzity wyniki wczesniejszych badan
prowadzonych na izolowanych btonach etioplastdw, liscie-
niach etiolowanych siewek lub rekombinowanym biatku
MbP-LPORB z jeczmienia, na podstawie ktérych zapropo-
nowano dwuetapowy model redukcji Pchlidu. W modelu
tym pierwszy etap reakcji jest indukowany Swiattem, a dru-
gi zachodzi spontanicznie w ciemnosci [3,11,26,32].

Fotoaktywne kompleksy Pchlid:LPOR:NADPH, odtwo-
rzone z rekombinowanego biatka LPOR, wykazywaty maksi-
mum fluorescencji przy dtugosci fali 644 nm w temperaturze
77 K [5], Oswietlenie mieszaniny reakcyjnej milisekundowym
btyskiem Swiatta w temperaturze z zakresu 120-180 K prze-
ksztatcato te fotoaktywne kompleksy w pierwotny niefluory-
zujacy produkt reakcji, posiadajagcy maksimum absorpcji przy
dtugosci fali 696 nm (w temperaturze 77 K). Po tym induko-
wanym Swiattem etapie obserwowano szereg reakcji niezalez-
nych od $wiatta, pod warunkiem podniesienia temperatury
mieszaniny reakcyjnej. Wzrost temperatury powyzej 180 K
powodowat przeksztatcenie pierwotnego produktu reakcji w
drugi zwiazek przejsciowy: kompleks Chlid:LPOR:NADP+
wykazujacy maksima absorpcji i fluorescencji odpowiednio
przy diugosciach fal 681 i 684 nm. Przy dalszym wzros$cie tem-
peratury nastepowato uwolnienie czasteczki NADP+z kom-
pleksu Chlid:LPOR:NADP+ i zwigzanie kolejnej czasteczki
NADPH w kompleks Chlid:LPOR:NADPH. Etapy te rowniez
obserwowano poprzez niewielkie zmiany w widmie fluore-
scencji mierzonym w temperaturze 77 K. Znaczne przesunie-
cie maksimum fluorescencji (do 674 nm w temperaturze 77 K)
odpowiadato odtgczeniu czasteczki chlorofitidu od komplek-
su LPOR:NADPH i przypominato tzw. przesuniecie Shibaty
obserwowane dla etiolowanych liscieni [7,22,30]. Ostatnie eta-
py, podczas ktorych zachodzita wymiana NADP+na NADPH
oraz Chlid na Pchlid, prowadzace do odtworzenia fotoaktyw-
nego kompleksu Pchlid:LPOR:NADPH, wymagaty zmiany
konformacji enzymu [6,33-35]. Oszacowany czas zajscia reakcji
przeniesienia H+i H" wynosit 400 ps [5].

Trwaja prace nad wyjasnieniem natury pierwotnego pro-
duktu reakcji fotoredukcji protochlorofilidu, powstajacego
bezposrednio w wyniku absorpcji $wiatta i charakteryzujace-
go sie maksimum absorpcji przy dtugosci fali 696 nm. Obser-
wowano go przeprowadzajac reakcje w zakresie temperatur
120-180 K [3,5,30]. W dosSwiadczeniach z wykorzystaniem
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spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(EPR) wykazano rodnikowy charakter tego produktu, ktéry
tworzy sie wskutek przesuniecia H z NADPH na czasteczke
protochlorofilidu [32,36,37], Wynikéw tych nie potwierdzili
inni badacze [27]. Zaproponowano, ze pierwotny produkt
fotoredukcji ma charakter kompleksu z przesunieciem fa-
dunku (ang. charge-transfer) powstajgcego w osi podwdjne-
go wigzania C17=C18 czasteczki protochlorofilidu (Ryc. Ib)
wskutek dziatania $wiatta, a jego powstanie prawdopodob-
nie sprzyja transferowi H i H+i redukcji podwdjnego wig-
zania [38]. Ostatnio w doswiadczeniach z rekombinowanym
biatkiem LPOR potwierdzono, ze pierwotny produkt tej re-
akcji ma charakter kompleksu z przesunieciem tadunku [39].
Zaobserwowano rowniez pojawienie sie sygnatu EPR, wska-
zujacego na rodnikowy charakter pierwotnego produktu
reakcji, jednak na podstawie analizy stosunkéw stechiome-
trycznych protochlorofilidu i rodnika wykluczono takg moz-
liwos¢. Stwierdzono ponadto [40], ze zachowana w ewolucji
reszta Cys zlokalizowana w poblizu centrum katalitycznego
LPOR ma znaczenie dla przebiegu pierwszego, indukowa-
nego Swiattem etapu reakcji fotoredukcji protochlorofilidu.
Mechanizm fotoredukcji Pchlid—Chlid w mieszaninie re-
akcyjnej z oczyszczonym biatkiem LPOR wydaje sie by¢ juz
dobrze poznany. Otwartym pozostaje doktadne opisanie
mechanizmu fotoredukcji protochlorofilidu w etioplastach
okrytonasiennych, ktére zawieraja oligomery kompleksow
Pchlid:LPOR:NADPH ztozone z réznej liczby monomerow.

SPECYFICZNOSC SUBSTRATOWA LPOR

Wykorzystujgc oczyszczony enzym izolowany z etiolowa-
nych siewek wykazano, ze substratem dla LPOR mogga by¢
analogi Pchlid ar6znigce sie podstawnikami w pier$cieniach
A i B uktadu porfirynowego (Ryc. 3), w tym Pchlid b oraz
MV-Pchlid i DV-Pchlid [3,4]. W doswiadczeniach z wyko-
rzystaniem rekombinowanego biatka LPOR wykazano, ze
poszczeg6lne etapy reakcji fotoredukcji zachodzg podobnie
dla MV-Pchlid i DV-Pchlid, cho¢ parametry kinetyczne (kMi
Vnt¥ nieco sie rdznig [41]. Modyfikacja pierscieni C i D czg-
steczki protochlorofilidu (Ryc. 3) uniemozliwia zajscie tej re-
akcji. Istotnym dla utrzymania aktywnosci elementem budo-
wy czgsteczki protochlorofilidu jest rodzaj metalu w uktadzie
porfirynowym. Szczeg6towag liste przebadanych pochodnych
protochlorofilidu, ktére sa 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 biatka wykazano, ze protochlorofi-
lid ulega zwigzaniu z LPOR dopiero po uprzednim zwigza-
niu przez to biatko czasteczki NADPH [34],

LPOR, PROTOCHLOROFILID, A
STRUKTURA ETIOPLASTOW

W etiolowanych siewkach okrytonasiennych proplastydy
réznicuja do etioplastow, zawierajgcych charakterystycznie
utozone btony wewnetrzne: ciato prolamellarne (PLB) beda-
ce lipidowag strukturg parakrystaliczng o wysokiej symetrii,
otoczone uktadem bton przypominajacym tylakoidy stromy
zwanych protylakoidami (PT) [22,42], PLB obecne sg row-
niez w chloroplastach mtodych lisci w okresie zaciemnienia
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Rycina 3. Specyficzno$¢ substratowa LPOR. Dalsze objasnienia w tekscie.

(np. w nocy), cho€ ich rola nie zostata dotychczas poznana
[22,43]. Wykazano tez ich obecno$¢ w wewnetrznych war-
stwach lisci kapusty Brassica oleracea [44] i mtodych pakach
drzew [45], PLB charakteryzuje wieksza proporcja lipidow
do biatek, oraz wieksza wzgledna zawarto§¢ MGDG w po-
rownaniu do PT [22], Granica miedzy tymi strukturami wy-
daje sie byé umowna, nalezy raczej traktowac je jako dyna-
miczny uktad bton, ktérego organizacja strukturalna zalezy
od gatunku rosliny, wieku i warunkéw hodowli [22].

Dominujgcym biatkiem w PLB jest LPOR [22,46], ktd-
ra wystepuje w fotoaktywnych kompleksach Pchlid:LPO-
R:NADPH [3,8,22]. Kompleksy te zgromadzone w PLB two-
rzg agregaty (oligomery) o réznej wielkosci [3,8], ktére cha-
rakteryzujg sie roznym potozeniem maksimum fluorescencji
w temperaturze 77K, w zaleznos$ci od wielko$ci agregatow
(wtasnosci spektralne Pchlidu w etioplastach oméwiono po-
nizej). Doktadne rozmieszczenie tych agregatow w struktu-
rze PLB i ich wzajemne utozenie nie zostato dotychczas wy-
jasnione. Nieliczne dane wskazujg na to, ze LPOR jest raczej
biatkiem powierzchniowym; w jego sekwencji nie znaleziono
domeny transbtonowej [11], Dotychczas nie wyjasniono w
jaki sposéb LPOR wiaze sie z btonami. Wykazano na przy-
ktad [47], ze w uktadzie heterologicznym LPOR z grochu
wigze sie z oczyszczonymi btonami PLB lub protylakoidu z
pszenicy tylko w obecnosci NADPH itylko wtedy, gdy rejon
biatka wigzacy NADPH nie jest zmutowany. Na podstawie
badan z zastosowaniem dichroizmu kotowego wykazano
sprzezenie ekscytonowe miedzy czgsteczkami Pchlidu w oli-
gomerach Pchlid:LPOR:NADPH [48]. Uwaza sig, ze LPOR w
takich oligomerach stabilizuje strukture PLB; zatem wzrost
intensywnosci fluorescencji przy dtugosci fali w zakresie 655-
657 nm, moze by¢ wskaznikiem wystepowania regularnych
struktur PLB w etioplastach [22,47,49-50], Nalezy jednak
wspomnieé, ze w przypadku mutanta z zaburzonym pro-
cesem hiosyntezy karotenoidow nie wykryto struktury PLB
pomimo zarejestrowania sygnatu fluorescencji protochlorofi-
lidu przy 655 nm [51].

Oprécz PORA w dobrze oczyszczonej frakcji PLB z etio-
lowanych siewek pszenicy wykazano obecno$¢ 64 biatek
zwigzanych ze szlakiem biosyntezy barwnikéw (w tym
PORB i syntazy chlorofilu), fazg Swietlng fotosyntezy i
cyklem Calvina, biatek opiekufAczych oraz zwigzanych z
aparatem biosyntezy biatek [46], Obecnos¢ licznych biatek
uczestniczacych w reakcjach fazy S$wietlnej fotosyntezy
wskazuje na role bton PLB w tworzeniu bton tylakoidow w
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czasie deetiolacji. Wzgledna proporcja PORA:PORB w PLB
izolowanym z etiolowanych siewek wydaje sie by¢ zalezna
od procedury izolacji [10]. Sktad barwnikowy PLB obejmuje
protochlorofilid oraz karotenoidy z przewaga luteiny i an-
teraksantyny [52],

Dtugo uwazano, ze funkcjg PLB jest przechowanie li-
pidéw i barwnikéw potrzebnych do formowania bton ty-
lakoidow zawierajgcych kompleksy fotosyntetyczne [22].
Obecnie sugeruje sig, ze rozmieszczenie fotoaktywnych
kompleksow Pchlid:LPOR:NADPH w postaci agregatow w
regularnej strukturze PLB chroni réwniez chlorofilid w wa-
runkach nadmiernego o$wietlenia [3,15,53].

WEASCIWOSCI SPEKTRALNE PROTOCHLOROFILIDU
W ETIOLOWANYCH SIEWKACH IW
IZOLOWANYCH BLONACH ETIOPLASTOW

Spektrofotometria absorpcyjna i fluorescencyjna jest po-
wszechnie stosowanym narzedziem analitycznym do moni-
torowania procesu etiolacji i wywotanej Swiattem deetiolacji
roslin okrytonasiennych [8,9]. Aby unikna¢ przypadkowej
fotoredukcji protochlorofilidu wszelkie manipulacje zwig-
zane z przygotowaniem probki wykonuje sie w stabym
zielonym Swietle, ktoérego zakres spektralny odpowiada
minimum absorpcji czasteczki tego zwigzku, a pomiary wy-
konuje sie w temperaturze 77 K, w ktorej reakcja ta nie za-
chodzi. W niniejszej pracy skoncentrowano sie gtownie na
opisie witasnosci fluorescencyjnych protochlorofilidu. Za-
interesowanego czytelnika odsytamy do cytowanych prac
przegladowych [3,7,8,22] celem uzupetnienia informacji na
temat witasnosci absorpcyjnych tego zwigzku.

W typowym widmie fluorescencji otrzymanym dla etio-
lowanych siewek wyr6zni¢ mozna dwa szczyty z maksi-
mum przy dtugosci fali 630 nm i 655-657 nm. Wzgledna in-
tensywnos¢ fluorescencji obu pasm zmienia sie w zalezno-
§ci od gatunku rosliny, wieku etiolowanych siewek, czynni-
kéw stresowych itp. Podobne widmo mozna otrzymac dla
izolowanych bton wewnetrznych etioplastéw (Ryc. 4), na-
tomiast przypadku izolowanych PLB wzgledna intensyw-
no$¢ pasma fluorescencji z maksimum przy dtugosci fali w
zakresie 655-657 nm jest kilkukrotnie wyzsza. Ekspozycja
etiolowanego liscienia na btysk $wiatta o czasie trwania
rzedu milisekund pozwala wyrézni¢ dwie pule protochlo-
rofilidu. Szczyt fluorescencji przy dtugosci fali 655-657 nm
pochodzi od protochlorofilidu fotoaktywnego czyli zwigza-
nego w kompleksy z LPOR i NADPH, i znika po zadzia-
taniu krotkotrwatym btyskiem swiatta. Zamiast niego poja-
wia sie szczyt fluorescencji z maksimum przy diugosci fali
w zakresie 688-692 nm pochodzacy od nowo utworzonego
chlorofilidu (Ryc. 4), ktéry réwniez pozostaje w kompleksie
z LPOR i NADPL Osobng pule Pchlidu stanowi tzw. Pchlid
niefotoaktywny posiadajgcy maksimum fluorescencji w 630
nm, ktéry nie ulega fotoredukcji w tych warunkach, dlate-
go w widmie fluorescencji po oswietleniu btyskiem Swiatta
nadal obserwuje sie pasmo fluorescencji z maksimum przy
dtugosci fali 630 nm (Ryc. 4).

Doktadna analiza sktadowych gaussowskich widm flu-

orescencji lisci kilku gatunkéw rosélin oraz izolowanych bton
etioplastéw pozwolita na wyréznienie czterech powszechnie
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Rycina 4. Widmo fluorescencji etioplastéw lisci pszenicy zmierzone w tempera-
turze 77 K (linia czarna) oraz widmo uzyskane po o$wietleniu etioplastow bty-

skiem $wiatta (~ms, linia czerwona). Probke wzbudzano $wiattem o dtugosci fali
440 nm.

wystepujgcych form Pchlidu: Pchlidé) PchlidMy Pchlidh_ i
Pchlid”®, gdzie wskaznik dolny oznacza potozenie maksi-
mum fluorescencji w temperaturze 77 K odpowiedniej skia-
dowej gaussowskiej widma [3,54], Formy spektralne Pchlidh _
i Pchlid®- pochodzg od fotoaktywnych komplekséw Pchli-
d:LPOR:NADPH zgromadzonych w PLB w postaci oligome-
row o réznym stopniu agregacji. Nalezy podkresli¢, ze forma
Pchlid” zazwyczaj jest niewidoczna w widmie fluorescencji
etiolowanego materiatu (Ryc. 4), a jej obecno$¢ mozna stwier-
dzi¢ na podstawie rozktadu widma na sktadowe gaussow-
skie [54], Pchlided obserwowany zardwno w PLB, jak i pro-
tylakoidach pochodzi od protochlorofilidu oraz niewielkiej
ilosci protochlorofilu (Pchl) niezwigzanych w fotoaktywne
kompleksy z LPOR. Pchlid” pochodzi prawdopodobnie od
agregatow Pchlidu. Ostatno sugeruje sie obecno$¢ wiekszej
liczby form protochlorofilidu w etiolowanym materiale ro-
$linnym; co najmniej pie¢ form protochlorofilidu niefotoak-
tywnego itrzy formy protochlorofilidu fotoaktywnego [7,8],
Prawdopodobne pochodzenie roznych form spektralnych
protochlorofilidu i zakres potozenia odpowiednich maksi-
mow fluorescencji przedstawiono na Ryc. 5. Spektralna he-
terogenno$¢ protochlorofilidu jest wynikiem [3,7,22,48]: (1)
réznic w wielko$ci oligomeréw komplekséw Pchlid:LPO-
R:NADPH, (2) tego czy w kompleksach protochlorofilidu
i LPOR wystepuje NADPH lub NADP+ co wywotuje nie-
wielkie przesuniecie maksimum fluorescencji. W pierwszym
przypadku kompleksy Pchlid:LPOR:NADPH sg fotoaktyw-
ne, w drugim fotoredukcja protochlorofilidu nie zachodzi.
Dodatkowo heterogenno$¢ spektralna jest skutkiem (3) obec-
nosci protochlorofilidu i Pchl w formie niezwigzanej z LPOR.

Zanik fluorescencji protochlorofilidu ma charakter ztozony
zaréwno w etiolowanych lisciach [55], jak i izolowanych bto-
nach wewnetrznych etioplastow [56], Na podstawie analizy
poréwnawczej sktadowych gaussowskich widma fluorescen-
cji i czasu zaniku fluorescencji stwierdzono, ze Pchlid”. cha-
rakteryzuje sie wystepowaniem dwoch sktadowych 0,25 ns i
2-5 ns oraz 0,7 ns i 4,0 ns odpowiednio w temperaturze 288 i
77K [56]. Pchlid&Bposiada charakterystyczny czas zaniku flu-
orescencji rzedu 5-5,5 ns. Podobne czasy zaniku fluorescencji
obserwowano dla etiolowanych lisci czterech roslin w tempe-
raturze 77 K, ale dodatkowo obserwowano krotka sktadows
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Rycina 5. Model réznych spektralnych form protochlorofilidu obserwowanych w
etiolowanym materiale roélinnym z uwzglednieniem ich wystepowania w PLB i
PT. Kompleksy Pchlid:LPOR:NADPH umownie przedstawiono w formie mono-
meréw, dimeréw itetrameréw, cho¢ doktadna ich stechiometria nie jest znana.

czasu zaniku fluorescencji dla Pchlidu63[55], co odzwierciedla
transfer energii wzbudzenia miedzy czasteczkami protochlo-
rofilidu [3]. Uzyskane wyniki stanowig przyblizenie stanu rze-
czywistego, gdyz mnogo$¢ form spektralnych protochlorofili-
du iniewielka réznica miedzy potozeniem ich pasm absorpcji i
emisji, jak rowniez przekaz energii wzbudzenia uniemozliwia-
ja selektywne wzbudzenie i pomiar zaniku fluorescencji jednej
tylko formy protochlorofilidu.

STABILNOSC FOTOAKTYWNEGO
PROTOCHLOROFILIDU I STRUKTURY PLB W
IZOLOWANYCH BLONACH ETIOPLASTOW

Stabilnos¢ diugofalowej formy Pchlidés pochodzacej od
zagregowanych fotoaktywnych komplekséw Pchlid:LPO-
R:NADPH w izolowanych btonach etioplastéw, silnie zale-
zy od stezenia NADPH [57] oraz temperatury [58], Podczas
ogrzewania izolowanych bton wewnetrznych etioplastéw od
temperatury 278 K (5°C) obserwowano stalg intensywnos¢
fluorescencji przy dtugos$ci fali 655 nm (Pchlidé®), nastepnie
w przedziale temperatur miedzy 298-311 K (25-38°C) wolny
spadek tej intensywnos$ci zjednoczesnym wzrostem intensyw-
nosci fluorescencji przy 630-633 nm (Pchlid6d). Przy dalszym
podnoszeniu temperatury obserwowano szybkie zmiany tych
intensywnosci do osiggniecia temperatury 323 K (50°C), przy
ktorej nastepowata ostateczna, nieodwracalna utrata fotoak-
tywnosci preparatu [58]. Jony metali ciezkich réwniez powo-
dujg przeksztatcenie Pchlid@bdo nie ulegajgcego redukcji pod
wptywem btysku Swiatta Pchlidé® [59,60] i moga przyczyniac
sie do zburzenia regularnej struktury PLB [61]. Podobnie dzia-
ta obnizenie pH roztworu oraz obecno$¢ niektorych soli nie-
organicznych np. KJ, KC1, MgCl2 [50,62], Dodanie NADPH
w niektorych przypadkach cze$ciowo hamuje obserwowane
zmiany [59,61]. Stosowane jony metali ciezkich mogg oddzia-
tywaé ze sktadnikami fotoaktywnych komplekséw Pchlid:L-
POR:NADPH w zaleznosci od ich natury chemicznej poprzez
(1) utlenienie NADPH; (2) oddziatywanie z grupami SH reszt
Cys w biatku LPOR, niezbednych do utrzymania jego aktyw-
nosci katalitycznej [24]; (3) degradaqge protochlorofilidu w
kompleksach; (4) oddziatywanie ze skiadnikami btony [59-
61]. W innej pracy zasugerowano, ze bezposrednig przyczyna
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degradacji PLB w wyniku dziatania soli lub obnizonego pH
moze by¢ zmiana wiasciwosci elektrostatycznych bton PLB, a
nie oddziatywanie bezposrednie ze sktadnikami fotoaktyw-
nych komplekséw [62].

Wielu autorédw sugeruje, ze wysoki stosunek intensywnosci
fluorescencji przy diugosci fali 655 nm i 630 nm, $wiadczacy
0 obecnos$¢ duzych ilosci formy Pchlid® moze by¢ wskazni-
kiem utrzymania regularnej struktury PLB, tym samym dobrej
jakosci uzyskanego preparatu izolowanych bton wewnetrz-
nych etioplastéw lub oczyszczonych PLB [22,47,50,57,61,63].
Ostatnio jednak zostato to zakwestionowane przez badaczy
[62], ktorzy zaobserwowali, ze stosujgc milimolowe stezenia
soli (m.in. KJ, KC1, MgCl2 mozna doprowadzi¢ do zburzenia
regularnej struktury PLB, bez zmian widma absorpcji prepa-
ratu PLB izolowanych z etiolowanych lisci kukurydzy (Zea
mays). Wynik ten wymaga potwierdzenia dla innych prepa-
ratdw i doktadnej analizy wptywu poszczegélnych sktadni-
kéw stosowanej przez autordw mieszaniny reakcyjnej, gdyz
w innych pracach [60,61] pokazano, ze podobne stezenia soli
powodowaty jednoczes$nie zburzenie struktury PLB, jak i za-
nik fluorescencji Pchlid”.. Ustalenie czynnikéw niezbednych
do zachowania regularnej struktury PLB i zdolnosci do fotore-
dukcji zgromadzonego w nich protochlorofilidu, jak rowniez
rozpracowanie mechanizmu rozpadu PLB i zaniku fotoredu-
kowalnosci wymaga jeszcze wyjasnienia.

Dotychczas ukazaty sie dwie prace dotyczgce proby od-
tworzenia Pchlidb- w preparacie zawierajgcym jedynie
krotkofalowe formy protochlorofilidu, charakteryzujgce sie
maksimum fluorescencji przy dtugosci fali 630-640 nm. Po-
jawienie sie fluorescencji Pchlid@biregularnych struktur PLB
obserwowano w homogenacie epikotyli grochu (P. sativum)
pod wptywem sacharozy i glicerolu [63]. Glicerol z dodat-
kiem lipidéw plastydowych spowodowat tez przesuniecie
maksimum fluorescencji w strone fal dtuzszych w przypad-
ku fotoaktywnych komplekséw uzyskanych dla Zn-Pchlid i
LPOR izolowanej z etioplastow owsa (A. sativa, [64]).

WEASCIWOSCI FOTOFIZYCZNE
PROTOCHLOROFILIDUW UKEADACH MODELOWYCH

Poznanie wiasciwosci fotofizycznych protochlorofilidu w
uktadach modelowych takich jak rozpuszczalniki organiczne,
micele, liposomy, filmy stanowi dobre odniesienie do warun-
kéw in vivo. Maksimum absorpcji protochlorofilidu w roz-
puszczalnikach organicznych obserwowano w zakresie dtu-
gosci fal 433-451 nm dla pasma Soreta i 623-633 nm dla pasma
Q, natomiast maksimum fluorescencji wystepowato w zakre-
sie 626-642 nm [65], Przesuniecie Stokesa, zdefiniowane jako
réznica miedzy potozeniem maksimum absorpcji w pasmie Q
Imaksimum fluorescencji, wynosito 50-300 cm-1, co Swiadczy
0 niewielkim wplywie oddziatywan niespecyficznych (za-
leznych od statej dielektrycznej i wspdtczynnika zatamania
Swiatta) czgsteczek protochlorofilidu z czgsteczkami rozpusz-
czalnika. Czas zaniku fluorescencji zmieniat sie w przedziale
miedzy 5,2 + 0,1 ns dla dioksanu i3,5 = 0,1 ns dla metanolu,
a ponadto byt krétszy w rozpuszczalnikach protycznych niz
w aprotycznych o podobnej polaryzowalnosci, np. etanolu
lacetonie lub metanolu i acetonitrylu [65,66]. Dodatek wody
do metanolu powodowat dalsze skrocenie czasu zaniku flu-
orescencji i przesuniecie maksimum fluorescencji w strone fal
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dtuzszych [65], Wptyw wigzan wodorowych miedzy czastecz-
kami protochlorofilidu i rozpuszczalnika na parametry spek-
tralne tego barwnika zostat teoretycznie wyjasniony [67],

W ostatnich latach podjeto réwniez probe analizy dyna-
miki wzbudzonej czasteczki protochlorofilidu w skali piko-
sekundowej i wyznaczono charakterystyczne state czasowe
zaniku stanu wzbudzonego [68-70], Pokazano, ze wzbudzo-
na czasteczka protochlorofilidu w metanolu moze osiggnaé
dwa zrelaksowane wzbudzone stany elektronowe: stan S1i
stan SICTodpowiadajgcy wewnatrzczgsteczkowemu rozdzia-
towi tadunku. Czasteczka protochlorofilidu w stanie SImoze
powrdéci¢ do stanu podstawowego SQooprzez fluorescencje z
charakterystyczng statg czasowgq zaniku 3,4-3,5 ns [65,69-71]
lub moze ulegaé przejsciu miedzysystemowemu do stanu T4
[70]. W rozpuszczalniku niepolamym (cykloheksan) obser-
wowano jedynie fluorescencje zwigzang z przejsciem S+->i
nie obserwowano stanu Slcr State czasowe deekscytacji stanu
Sler wyznaczone w metanolu [71] sg zgodne ze statymi kine-
tyki reakcji fotoredukcji protochlorofilidu [5], co jest podsta-
wg do postawienia hipotezy o udziale stanu SICTwzbudzo-
nego protochlorofilidu w reakcji fotoredukcji Pchlid—»Chlid.

PODSUMOWANIE

W niniejszym artykule przedstawiono aktualny stan wiedzy
na temat reakcji fotoredukcji Pchlid—Chlid charakterystycz-
nej dla roslin okrytonasiennych. Rosliny te, stojace na szczycie
ewolucyjnym krélestwa roslin, prowadzg biosynteze chlorofi-
lidu w sposob zalezny od $wiatla, a jednoczesnie reakcja foto-
redukcji protochlorofilidu stanowi jeden ze sposobow regulacji
Swiattem biosyntezy aparatu fotosyntetycznego i rozwoju rosli-
ny. Dlatego wyjasnienie mechanizmu tej reakcji i wywotywa-
nych przezen zmian w strukturze plastydéw jest niezbedne do
zrozumienia ztozonego procesu wzrostu roslin. Prowadzone
obecnie badania mozna pogrupowac nastepujgco: (1) badanie
nad biatkiem LPOR i mechanizmem reakcji ktora katalizuje, (2)
wyjasnienie zwigzku przyczynowo-skutkowego miedzy struk-
turg bton wewnetrznych etioplastow, a zawartoscig LPOR i
Pchlidu oraz ich wzajemnym utozeniem i oddziatywaniem,
(3) wyjasnienie mechanizméw przemian indukowanych Swia-
ttem. Znanych jest coraz wiecej elementéw tej mozaiki, ale jej
ztozenie w cato$¢ w chwili obecnej nie jest mozliwe.
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ABSTRACT

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 assembly 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 well as spectral properties of Pchlid in etiolated seedlings and model systems is summarized.
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Aktywnos¢ chitynolityczna bakterii

STRESZCZENIE

Bakterie chitynolityczne petnig istotng role w procesie degradacji chityny, jednego z
najbardziej rozpowszechnionych biopolimeréw w przyrodzie. Syntetyzujg one biatka
enzymatyczne, katalizujgce hydrolize wigzan P-l,4-glikozydowych w polimerach chityny,
przeksztatcajgc trudnodostepne zrédto wegla, jakim jest chityna, w tatwo przyswajalne,
niskoczasteczkowe zwigzki. Badania nad bakteryjnymi enzymami chitynolotycznymi sg
stymulowane potrzebami medycyny, rolnictwa i niektérych gatezi przemystu W oparciu o
specyficzno$¢ substratowa, a takze na podstawie podobieristw sekwencji reszt aminokwa-
sowych zaproponowano klasyfikacje tych enzymow. Dzieki wykorzystaniu technik krysta-
lografii rentgenowskiej i spektroskopii NMR poznano strukture przestrzenng niektérych
chitynaz, co umozliwito czgsciowe wyjasnienie ich mechanizméw katalizy enzymatycznej.
Ogromny postep technik biologii molekularnej umozliwia dalsze badania skupiajgce sie
obecnie w gtéwnej mierze na regulacji i ekspresji genéw warunkujgcych aktywnos$é chity-
nolityczng bakterii.

WPROWADZENIE

Wiele organizméw syntetyzuje enzymy chitynolityczne, ktére w zaleznoSci
od fizjologii i potrzeb naturalnych producentéw, petnig réznorodne funkcje.
Chitynolityczne mikroorganizmy takie jak bakterie i grzyby strzepkowe wy-
korzystujg chityne jako zrédto sktadnikéw pokarmowych [1]. Przeprowadzany
przez drobnoustroje proces hydrolizy chityny zawartej w detrytusie jest istot-
nym elementem obiegu pierwiastkdw w przyrodzie, co wskazuje na ekologicz-
ng role mikroorganizmow chitynolitycznych [2], W przypadku organizmoéw, u
ktérych chityna jest elementem strukturalnym, enzymy chitynolityczne moga
bra¢ udziat w ich wzrosécie i morfogenezie. Mogg one umozliwiaé m. in. podziaty
komdrkowe drozdzy, kietkowanie zarodnikéw i wzrost strzepek grzybéw czy
przeobrazenie owaddw [3,4]. Roslinne enzymy degradujace chityne stanowig
wazny element mechanizmdw obronnych skierowanych przeciwko patogenom
grzybowym [5], Analogiczng role zaproponowano dla chitynaz ssakéw o ak-
tywnosci przeciwgrzybowej [6], Zdolno$¢ do syntezy enzymow chitynolitycz-
nych stwierdzono réwniez u wirusow, gdzie biatka te zaliczane sg do czynni-
kéw wirulencji [7],

Wrod opisanych dotychczas enzymow chitynolitycznych szczeg6lnym zain-
teresowaniem cieszg sie biatka pochodzenia bakteryjnego. Celem niniejszej pra-
cy jest przeglad dotychczasowej wiedzy na temat charakterystyki biochemicznej
i molekularnej oraz praktycznego zastosowania bakteryjnych enzymoéw chity-
nolitycznych w przemysle, rolnictwie i medycynie.

CHARAKTERYSTYKA FIZYKOCHEMICZNA
CHITYNY IJEJWYSTEPOWANIE

Chityna jest jednym z najpowszechniej wystepujacych polimeréw natural-
nych. Jest to wysokoczasteczkowy, liniowy polisacharyd zbudowany z reszt

GH,OH CH20H CHOH CHoOH CH,OH
o o o o 0. OH
OH S L OH o | on OH OH
N
OH
HY H HY HN H
c c c c c
Y v V. 7 V
0” “cHa 0” “cHa 0” “cHa 0 “CcHa o’ “CHa

Rycina 1. Budowa homopolimeru chityny.
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P-N-acetylo-D-glukozaminy (GIcNAc) potaczonych wigza-
niami p-1,4-glikozydowymi (Ryc. 1), pod wzgledem struk-
tury chemicznej przypominajacy celuloze. Obecnos$¢ grupy
acetamidowej -NHCOCH, przy drugim weglu w pierscie-
niu reszty cukrowej sprawia, ze chityna jest dla wielu mi-
kroorganizmow nie tylko zrédtem wegla, ale takze azotu.
Sasiadujgce czasteczki liniowych polimeréw potgczone sg
wigzaniami wodorowymi, co warunkuje duzg wytrzyma-
to$¢ chityny. W zaleznosci od pochodzenia i metody po-
zyskiwania charakteryzuje ja rézny stopien deacetylacji.
Czesto wystepuje w potaczeniach z innymi polimerami, np.
P-glukanami, czy biatkami. W przyrodzie jest spotykana w
trzech formach krystalicznych [8]:

—a-chityna - tancuchy polimerdw utozone sg antyréwno-
legle, co sprzyja tworzeniu sie miedzy nimi silnych wigzan
wodorowych; najbardziej stabilna i najczesciej spotykana
forma, nierozpuszczalna w wodzie;

— P-chityna - tancuchy polimeréw utozone sg réwnolegle,
w wiekszej odlegto$ci od siebie niz w formie a, co powo-
duje tworzenie stabszych wigzan wodorowych, wykazuje
niewielkie powinowactwo do wody;

—y-chityna - uktad mieszany.

Tabela 1. Obecna idawna nomenklatura enzyméw chitynolitycznych wedtug IUBMB.

Potozenie hydrolizowanego wigzania

Losowe wigzania w polimerach chityny

P-N-acetyloheksozaminidaza EC.3.2.1.52, dawniej:
chitobiaza EC.3.2.1.29
P-N-acetyloglukozaminidaza EC.3.2.1.30

Terminalnie, przy nieredukujgcym koricu tancucha

Ze wzgledu na swojg trwato$¢ chityna stanowi wazny
sktadnik scian komorkowych grzybéw i glondw, jest takze
budulcem powtok nicieni i mieczakdéw oraz zewnetrznych
szkieletow stawonogéw, np. skorupiakéw i owaddéw, kto-
rym, gtdwnie jako kompleks chitynowo-biatkowy wysyco-
ny solami wapnia, zapewnia wysokg wytrzymato$¢ mecha-
niczng. Nie stwierdzono jej wystepowania u roslin, kregow-
cow iorganizmdw prokariotycznych.

KLASYFIKACJA BAKTERYJNYCH BIALEK
DEGRADUJACYCH CHITYNE

Rozk#tad chityny jest stopniowym procesem, w ktdry za-
angazowane sg enzymy chitynolityczne nalezgce do pod-
klasy hydrolaz O-glikozydowych. Ich dziatanie moze by¢
wspomagane przez biatka wigzace chityne (CBP), ktore nie
wykazujg aktywnosci enzymatycznej, ale przytaczajac sie
do chityny modyfikujg jej strukture krystaliczng, co zwiek-
sza dostepnos¢ substratu dla enzymoéw [9].

W wyniku hydrolitycznej aktywno$ci enzymoéw, od
dtugich polimeréw chityny odszczepiane sg krotsze, roz-
puszczalne w wodzie oligomery o malej masie czastecz-
kowej, np. N-acetylochitoheksoza, N-acetylochitotetraoza,
N-acetylochitotrioza. W  kolejnych  etapach  N-ac-
etylochitooligosacharydy ulegajg hydrolizie do poje-
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chitynaza EC.3.2.1.14

dynczych czasteczek p-N-acetylo-D-glukozaminy [10],
Koncowe produkty rozktadu chityny sa nastepnie prze-
ksztatcane przez bakterie w octan, amoniak i fruktozo-6-
fosforan [U]. Ze wzgledu na potozenie hydrolizowanego
wigzania, chitynazy (EC.3.2.1.14) mozna ogo6lnie podzieli¢
na [12] endochitynazy, ktdére hydrolizujg losowe wigza-
nia potozone wewnatrz tancucha, odszczepiajagc N-ac-
etylochitooligosacharydy i egzochitynazy - odszczepiaja
dwucukier chitobioze (niektore zréddta podajg, ze takze chi-
totrioze) od redukujacego lub nieredukujgcego korca tan-
cucha chityny.

Dawniej wyr6zniano dodatkowo dwa typy enzymow:
chitobiaze odpowiedzialng za hydrolize chitobiozy oraz
P-N-acetyloglukozaminidaze, odszczepiajgca monomery
P-N-acetylo-D-glukozaminy. Obecnie, wedtug nomenkla-
tury ustalonej przez Komitet Nazewnictwa Miedzynaro-
dowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej (IUBMB), oba
typy enzymoéw zostaty wigczone do wspdlnej grupy p-N-
acetyloheksozaminidaz (EC.3.2.1.52) (Tab. 1)

W 1991 roku [13] zaproponowano podziat hydrolaz gli-
kozydowych na 35 rodzin w oparciu o podobiefstwo ich
sekwencji reszt aminokwa-
sowych. Aktualizowana
przez ostatnie lata baza in-
formacji o enzymach [14],
bedaca kontynuacja tej li-
sty, obecnie stanowi wazne
uzupetnienie nomenkla-
tury wprowadzonej przez
IUBMB, ktorej podstawg
jest gtéwnie specyficznosé
substratowa. PodobieAstwo
sekwencji reszt aminokwa-
sowych i bezposrednio z
nig zwigzany sposob pofatldowania biatek odzwierciedla
cechy strukturalne enzymoéw i stanowi cenne zrdédto in-
formacji przy wyjasnianiu molekularnych mechanizmoéw
dziatania oraz powigzan ewolucyjnych miedzy poszcze-
golnymi hydrolazami. Dotychczas wyrézniono 115 rodzin
hydrolaz glikozydowych, w tym trzy, do ktérych zalicza
sie enzymy chitynolityczne: rodzine 18, 19 i 20. Enzymy
zgrupowane w danej rodzinie posiadaja charakterystyczne
dla niej zachowane w ewolucji motywy w domenie katali-
tycznej. Rodzina 18 obejmuje endo- i egzochitynazy pocho-
dzace z roznych zrodet takich jak wirusy, archaea, grzyby,
rosliny, bezkregowce i kregowce, ale przewazajg w niej en-
zymy bakteryjne. Chitynazy z rodziny 19 poczatkowo od-
naleziono jedynie u roslin wyzszych, a dopiero p6zniej u
bakterii, gtéwnie nalezacych do rodzaju Streptomyces. p-N-
acetyloglukozaminidazy ichitobiazy osobno wyrdzniane w
dawnej klasyfikacji obecnie wtgczono do rodziny 20. Wiek-
szo$¢ bakterii syntetyzuje chitynazy nalezace tylko do ro-
dziny 18, ale niektére szczepy wytwarzajg takze enzymy z
pozostatych dwdch rodzin. Przyktady podano w tabeli 2.

STRUKTURA TRZECIORZEDOWA
ENZYMOW CHITYNOLITYCZNYCH

Dzieki wykorzystaniu technik krystalografii rentge-
nowskiej i spektroskopii NMR poznano tréjwymiarowe
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Tabela2. Przyktady bakteryjnych enzyméw chitynolitycznych nalezacych do réznych rodzin hydrolaz glikozydowych.

Kolejna domeng
charakterystyczng dla

Organizm Enzym chitynolityczny Rodzina  PiSmiennictwo bakteryjnych enzyméw
Bacillus cereus CH ChiA, ChiB 18 [15] chitynolitycznych  jest
Burkholderia gladioli CHB101 ChiA 18 [16] dom(er;la V‘;if%?@‘;(a chity-
- ne (ChBD). C-koricowg

16 .
chig 19 [16] domene ChBD zidenty-
Serratia marcescens 2170 ChiA, ChiB, ChiC 18 [17] fikowano m.in. u enzy-
Chb 20 [18] moéw  ChiB  Clostridium
Streptomyces coelicolor A3(2) ChiA, ChiB, ChiC, ChiD, ChiE, ChiH 18 [19] paraputrificum M21 [34],
ChiAl B. circulons WL-

hiG, ChiF 19 19 .

ChiG, Chi el 12 [35], ChiC S. mar-
Streptomyces thermoviolaceus OPC-520  Chi30, Chi40 18 [20,21] cescens 2170 [29], za$
Chi25, Chi35 19 [22] N-terminalng u ChiC S.
NagB, NagC 20 [23,24] gI’iSGUS HUT 6037 [27]
- . . czy ChiA Stenotropho-

Vibrio h B392 ChiA 18 25 .
fbrio harveyt ! (23] monas maltophilia 34S1
Chb 20 [26] [36], Badania z wyko-
rzystaniem rekombi-
struktury niektorych bakteryjnych enzymow chitynoli- nowanych chitynaz

tycznych. Wszelkie informacje na ich temat zgromadzone
sg w powszechnie dostepnych, internetowych bankach
danych, co umozliwia analize poréwnawczg i identyfika-
cje réznych domen zachowanych w ewolucji na podsta-
wie znanej sekwencji reszt aminokwasowych badanego
enzymu [27-29],

Opisane dotychczas biatka enzymatyczne degradu-
jace chityne sktadajg sie z co najmniej jednej domeny
biatkowej. Gtdwna role w procesie hydrolizy chityny
odgrywa domena katalityczna enzymu (CatD), ktéra za-
wiera zachowane w ewolucji motywy charakterystycz-
ne dla 18, 19 lub 20 rodziny hydrolaz glikozydowych.
Domeny katalityczne enzymow chitynolitycznych nale-
zacych do réznych rodzin nie wykazujg znaczacych po-
dobieAstw w sekwencji reszt aminokwasowych. ROzni
je takze struktura przestrzenna. Domeny katalityczne
chitynaz z rodziny 19, jak np. ChiC Streptomyces griseus
HUT6037 oraz ChiG Streptomyces coelicolor A3(2) sa boga-
te w struktury a-helikalne [27,28], podczas gdy domena
katalityczna chitynaz z rodziny 18, podobnie jak (3-N-
acetyloheksozaminidaz z rodziny 20, ma strukture be-
czutki (P/a)8 najczesciej z podtuzng szczeling tworzacg
centrum aktywne enzymu. Uwzgledniajac filogenetyczne
zwigzki miedzy domenami katalitycznymi chitynaz na-
lezgcych do rodziny 18 podzielono jg dalej na 3 podro-
dziny: A, B oraz C [29]. Do tej pory opublikowano dane
o strukturze przestrzennej zaledwie kilku chitynaz bak-
teryjnych z rodziny 18, a mianowicie ChiAl Bacillus cir-
culons WI-12, ChiA i ChiB Serratia marcescens QMB1466
oraz ChiA Vibrio harveyi, przy czym kazda z tych chitynaz
nalezy do podrodziny A [30], Domena katalityczna ChiA
Serratia marcescens QMB1466 oraz ChiA Vibrio harveyi po-
siada insercje w postaci matej dodatkowej domeny a+p
pogtebiajacej szczeline centrum aktywnego [31,32], za$
domena katalityczna ChiAl Bacillus circulons WI-12 za-
wiera dwie mate insercyjne domeny p [33]. W szczelinie
centrum aktywnego ChiA S. marcescens QMB1466 oraz
ChiAl B. circulons WI-12 znajdujg sie reszty aminokwa-
séw aromatycznych, ktdre uczestniczg w procesie hydro-
lizy substratu [30].
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pozbawionych ChBD wykazaty wyrazny spadek wydaj-
nosci wigzania roznych rodzajow chityny (nieprzetwa-
rzanej, koloidalnej, glikolowej), co wskazuje na kluczowg
role ChBD w tym procesie [34,35], Chitynazy pozbawione
ChBD nadal posiadaty ograniczona zdolnos$¢ do wiazania
substratu, co przypuszczalnie wynika z niewielkiego po-
winowactwa domeny Kkatalitycznej do nieprzetworzonej
chityny. W mechanizm wigzania chityny prawdopodobnie
zaangazowane sg reszty aminokwas6w aromatycznych ta-
kich jak tryptofan czy tyrozyna, ktére sg eksponowane na
powierzchni ChBD [29,34].

Analiza poréwnawcza sekwencji reszt aminokwaso-
wych chitynaz z sekwencjami innych biatek wykazata,
ze wiele enzymdéw chitynolitycznych, miedzy domeng
katalityczng a domeng wigzacg chityne, posiada rejony o
wyraznym podobienstwie sekwencji reszt aminokwaso-
wych do modutu typu Il fibronektyny [29,35,36], a takze
do domeny kadheryny [34]. Fibronektyna i kadheryna to
eukariotyczne biatka uczestniczagce w procesach adhezji
komorkowej, jednak rejony chitynaz bakteryjnych wyka-
zujace podobienstwo sekwencji reszt aminokwasowych
do ich modutéw nie peinig funkcji zwigzanej z adhezja
enzymu do substratu, a ich rola nie jest dotad jednoznacz-
nie wyjasniona. ChiAl B. circulons WL-12 posiada tande-
mowo powtdrzone, ztozone z 95 reszt aminokwasowych,
sekwencje R-l i R-2, homologiczne do modutéw typu Il
fibronektyny. Ich usuniecie nie miato zadnego wptywu na
zdolno$¢ do wigzania chityny, ale zauwazalnie obnizyto
chitynolityczng aktywno$¢ ChiAl wzgledem chityny kolo-
idalnej, co moze $wiadczy¢ o ich roli w degradacji chityny
przez enzym juz zwigzany z substratem [35]. Podobnie jest
w przypadku domen typu kadheryny u C. paraputrificum
M21. Autorzy sugerujg takze strukturalng funkcje wyzej
opisanych domen, polegajgca na zapewnieniu optymalnej
odlegtosci i orientacji miedzy CatD a ChBD.

Poza wyzej opisanymi bakteryjne enzymy chitynolitycz-
ne moga zawiera¢ inne domeny biatkowe, jak np. domene
PKD [36], charakterystyczng dla policystyny, biatka biony
komoérkowej zwierzat. Dotychczas nie wyjasniono, jaka role
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ChiA S. maltophilia 34S1

ChiAl B. circulans WL-12

ChiC S. griseus HUT6037

ChiB C. paraputrificum M21

[] domena PKD

ChiC1 S. marcescens 2170

ChiA V. harveyi

!

Rycina 2. Organizacja domen biatkowych w przyktadowych chitynazach bakterii [80,81],

domena PKD spetnia u bakterii. Organizacje domen biatko-
wych w przyktadowych chitynazach bakteryjnych przed-
stawiono schematycznie na rycinie 2.

KATALITYCZNY MECHANIZM
CHITYNAZ BAKTERYJNYCH

Proces degradacji chityny prowadzi do powstania pro-
duktéw o dwéch mozliwych konfiguracjach, a lub (3 przy
czym forma @jest zwykle dominujaca. Hydroliza wigzania
P-1,4-glikozydowego zachodzi na drodze ogdlnej katalizy
kwasowej, ktéra wymaga obecnosci dwoéch grup katali-
tycznych: donora protonéw oraz nukleofila. W zaleznosci
od ich przestrzennej pozycji moze ona przebiega¢ zgodnie
z dwoma réznymi mechanizmami prowadzacymi do reten-
cji lub inwersji konfiguracji powstatych anomeréw [37,38]
przy czym retencja jest zjawiskiem charakterystycznym dla
wiekszos$ci chitynaz bakteryjnych.

W przypadku hydrolaz glikozydowych z rodziny 18 i
20 stereochemiczny przebieg reakcji zachodzi z retencjg
konfiguracji anomerycznej. Katalitycznym donorem pro-
tonow jest tu reszta kwasu glutaminowego enzymu, za$
nukleofilem jest tlen karbonylowy z grupy acetamidowej
przytaczonej do drugiego wegla w pierécieniu reszty p-N-
acetylo-D-glukozaminy substratu [39], Poniewaz nukleofil
nie jest dostarczany przez enzym, tylko przez substrat,
reakcja przebiega zgodnie z mechanizmem podwdjnej
wymiany. Zgodnie z proponowanym mechanizmem kata-
litycznym dla egzochitynazy ChiB Serratia marcescens [40]
po zwigzaniu do substratu dochodzi do znieksztatcenia
pierscienia reszty cukrowej w pozycji -1, co utatwia dalszy
przebieg reakcji. Tlen glikozydowy ulega protonacji przez
reszte kwasu glutaminowego, po czym nastepuje atak nu-
kleofilowy na anomeryczny atom wegla Cl. Powstaty w
ten sposob posredni jon oksazolinowy (ang. oxazolinium
ion), ulega hydrolizie przy udziale czgsteczki wody, a uzy-
skany produkt ma te samg konfiguracje anomeryczng co
substrat.
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- domena katalityczna (CatD)

Il domena wiazaca chityne (ChBD)
[ domena typu III fibronektyny (Fn3)
Il domena typu kadheryny (Cadh)

Reakcje katalizowane przez chitynazy z ro-
dziny 19 przebiegajg z inwersjg konfiguracji
anomerycznej. Badacze korzystajgc z techniki
RP-HPLC wykazali, ze w poczatkowej fazie
reakcji hydrolizy chitotetraozy przez chitynaze
ChiC-1 Streptomyces grnseus HUT6037 dominu-
jacy produkt stanowita chitobioza w formie a-
anomerycznej [41], Dopiero po 24 godzinach re-
akq'i, w wyniku mutarotacji, cze$¢ a-chitobiozy
przeksztatcita sie w formy @ Poczatkowe na-
gromadzenie a-anomerow wskazuje na to, ze
ChiC dziata wykorzystujgc mechanizm inwer-
sji konfiguracji anomerycznej. Mechanizm ten
nie jest dobrze zbadany u bakterii, ale praw-
dopodobnie uczestniczg w nim dwie odlegte
przestrzennie reszty kwasowe enzymu, ktore
juz bez udzialu grupy acetamidowej cukru,
umozliwiajg czasteczce wody bezpos$redni atak
nukelofitowy na wegiel anomeryczny [41,42],

GENY WARUNKUJACE AKTYWNOSC
CHITYNOLITYCZNA BAKTERII

Geny kodujgce bakteryjne enzymy chitynolityczne sg zlo-
kalizowane na chromosomach. W genomie bakteryjnym
moze znajdowacé sie tylko jeden gen kodujacy chitynaze, jak
np. chiA u S. maltophilia 34S1 [43] lub kilka, np. 6 genéw u S.
coelicolor A3(2) [19], co zwieksza efektywno$¢ degradaqi chi-
tyny. System chitynolityczny, ktéry sktada sie z wielu biatek
enzymatycznych moze by¢ uwarunkowany przez niewielkga
liczbe gendéw, jak w przypadku szczepu bakterii Bacillus circu-
lans WL-12, ktory wzrastajac na podtozu z chityng syntetyzuje
co najmniej 9 réznych izoform chitynaz kodowanych przez 3
geny. Prekursorami tych enzymow sg 3 biatka, Pre-Al, Pre-ClI
i Pre-DI, kodowane odpowiednio przez geny chiAl, chiCl i
chiDIl. W wyniku potranslacyjnej obrébki proteolitycznej biat-
ko Pre-Al zostaje przeksztatcone w chitynazy Al, A2 i A3,
biatko Pre-Cl w chitynazy Cl i C2, a biatko Pre-DI w chityna-
zy ChiDlI, ChiD2, ChiBI i ChiB2 [44],

Ustalono, ze ekspresja gendéw kodujacych enzymy chityno-
lityczne podlega regulacji na poziomie transkrypcji. W przy-
padku regulacji negatywnej za represor syntezy enzymow chi-
tynolitycznych uznaje sie gtdwnie glukoze, za$ role induktora
petni chityna oraz produkty jej degradacji [45,46]. Zwigzek
miedzy metabolizowanym zrédtem wegla a syntezg enzymoéw
chitynolitycznych potwierdzity badania z zastosowaniem
réznych substratow weglowych. Aktywnos$¢ chitynolityczng
wykrywano u bakterii, gdy hodowano je na podtozach zawie-
rajacych nieprzetwarzang, koloidalng lub glikolowg chityne,
a takze (3-N-acetylo-D-glukozamine, chitooligosacharydy czy
$ciany komdrkowe niektérych gatunkéw grzybow. Brak lub
$ladowa aktywno$¢ enzymatyczna towarzyszyty hodowlom
tych samych bakterii na podtozach, w ktérych zrodtem wegla
byta glukoza czy laminarin [47,48]. Badania na poziomie mole-
kularnym potwierdzity udziat dwusktadnikowych systemow
regulacyjnych w regulaqi syntezy chitynaz m.in. u Pseudoal-
teromonas piscicida 0-7 oraz Streptomyces thermoviolaceus OPC-
520. Systemy te skiadajg sie z dwdch biatek: kinazy histydy-
nowej oraz regulatora odpowiedzi. W odpowiedzi na sygnat
pochodzacy ze $srodowiska, czyli na obecnos¢ chityny lub jej
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pochodnych w podtozu hodowlanym, bakteryjna kinaza ule-
ga autofosforylacji w miejscu reszty histydyny, a nastepnie
katalizuje reakcje przeniesienia grupy fosforanowej na reszte
asparaginy w sekwencji regulatora odpowiedzi. Ufosforylo-
wany regulator odpowiedzi tgczy sie z sekwencjg promotora
aktywujac transkrypcje genow kodujacych chitynaze [49,50],
Molekularne mechanizmy zaangazowane w kataboliczng re-
presje syntezy enzymadw chitynolitycznych nie sa dobrze po-
znane. Wykazano, ze glukokinaza bedaca produktem genu
gikA Streptomyces lividans TK24 uczestniczy w represji gluko-

Tabela 3. Wybrane gatunki bakterii syntetyzujace enzymy chitynolityczne o aktywnosci przeciwgrzybowej.

Bakteria Patogen

Aeromonas caviae Rhizoctonia solani

Fusarium oxysporum

Chromobacterium sp. C-61 Rhizoctonia solani

Enterobacter agglomerans 1C1270 Rinzoctonia solani

Lysobacter enzymogenes C3 Bipolaris sorokiniana

Paenibacillus sp. 300 + Streptomyces sp. 385 Fusarium oxysporum

Stenotrophomonas maltophilia 34S1 Magnaporthe poae

zowej, gdy w srodowisku znajduje sie chityna i glukoza [51].
Jednakze nie jest to mechanizm charakterystyczny dla wszyst-
kich bakterii z rodzaju Streptomyces. W przypadku szczepu S.
coelicolor JW402 mutacja genu glkA nie miata zadnego wptywu
na represje glukozowg syntezy chitynazy Chi63, co wskazuje
na istnienie r6znych mechanizméw represji glukozowej u bak-
terii [52],

POTENCJALNE ZASTOSOWANIE BAKTERYJNYCH
ENZYMOW CHITYNOLITYCZNYCH

CZYNNIKI BIOKONTROLI

Biologiczne czynniki ochrony roslin stanowig istotng alter-
natywe dla stosowanych obecnie toksycznych pestycyddw.
Chityna jestwaznym budulcem strukturalnym fitopatogenow
grzybowych i owadzich szkodnikéw, dlatego tez enzymy chi-
tynolityczne mogg zosta¢ wykorzystane w ich zwalczaniu.
Rola chitynaz w biokontroli zostata wykazana podczas do-
Swiadczen z udziatem izolowanych ze $rodowiska bakterii,
konstruowanych mutantéw bakteryjnych lub ich oczyszczo-
nych enzyméw hamujacych wzrost patogendéw in vitro oraz
in vivo. Zdolnos¢ do rozktadu chityny jest uwazana za jeden z
wazniejszych mechanizméw biokontroli, w ktérej mogga bra¢
udziat takze inne metabolity bakterii, np. glukanazy, enzymy
proteolityczne, antybiotyki i siderofory [36,47,57-59].

Wiele bakterii glebowych syntetyzuje chitynazy o ak-
tywnosci przeciwgrzybowej. Zaobserwowano, ze rozwoj
fitopatogena Sclerotium rolfsii na nasionach fasoli byt spo-
wolniony w obecnosci bakterii Serrada marcescens w glebie.
Zjawisko to przypisano gtéwnie chitynolitycznej aktywno-
§ci S. marcescens, ktéra prowadzita do lizy komérek grzy-
ba [47], Rola enzymdw chitynolitycznych S. marcescens w
degradacji strzepek S. rolfsii zostata potwierdzona w kolej-
nym do$wiadczeniu, gdzie gen kodujacy chitynaze ChiA
wprowadzono do komérek E. coli, dzieki czemu uzyskano
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nadprodukcje enzymu. Po spryskaniu grzybni fitopatoge-
na, w warunkach laboratoryjnych, roztworem czesSciowo
oczyszczonej chitynazy obserwowano rozerwanie szczyto-
wych czesci strzepek [53], Chitynazy bakteryjne nie dziatajg
w sposOb uniwersalny na wszystkie patogeny grzybowe.
Poziom zahamowania wzrostu jest uzalezniony od gatunku
grzyba i bakterii syntetyzujacej chitynazy. Przyktady bakte-
rii biorgcych udziat biokontroli okres$lonych fitopatogenow
grzybowych podano w tabeli 3.

Bakteryjne enzy-
my  chitynolityczne
moga takze znalezé

Roslina (gospodarz) Pismiennictwo zastosowanie jako
bawetna [54] potencjalne msekt_y-
bawet - cydy w potaczeniu
awema 541 z innymi biatkami o
baktazan [55] aktywnosci owado-
bawetna [56] bojczej. W dotychcza-
kostrzewa trzcinowa  [57] sowych  badaniach

zaobserwowano, ze
toksyczne dla larw
szkodnikéw  biatka
Cry (6-endotoksyny)
syntetyzowane przez
bakterie Bacillus thunngiensis stosowane w kombinacji chi-
tynazami o wysokiej aktywnos$ci, wykazujg synergistyczny
efekt owadobojczy [10,60,61]. Wspotdziatanie 5-endotoksyn i
chitynaz prawdopodobnie polega na tym, ze enzymy uszka-
dzajg chitynowe btony perytroficzne larw, co utatwia wnika-
nie toksyn do gtebszych tkanek owadéw. Poniewaz ekspresja
genow kodujacych enzymy chitynolityczne B. thuringiensis
jest niska, podejmowano proby wprowadzenia do komdérek
B. thunngiensis obcych genow bakteryjnych kodujgcych chi-
tynazy, m.in. gendw Aeromonas hydrophila i Bacillus circulans
No.4.1. Zmutowany szczep B. thunngiensis subsp. aizawai
niosacy gen B. circulans No.4.1. wykazywat wyzszg aktywno$¢
owadohojcza wzgledem larw Lymantna dispar niz szczep dzi-
ki oraz mutant z wprowadzonym genem A. hydrophila [62].
Wysoki poziom nadprodukqi chitynaz uzyskano poprzez
wprowadzenie do komérek B. thunngiensis Cry-B plazmidu
ekspresyjnego niosgcego sklonowany gen kodujacy chityna-
ze B. thunngiensis subsp. kuratsaki 4.0718, pozbawiony rejonu
kodujgcego sekwencje sygnatowg. Rekombinowane chitynazy
gromadzone byty w zarodnikujagcych komérkach B. thunn-
giensis Cry B w formie sferycznych ciatek inkluzyjnych, ktére
ze wzgledu na dobrg rozpuszczalno$¢ i tolerancje zasadowego
pH moga by¢ zastosowane w zwiekszeniu toksycznosci biatek
Cry wzgledem larw szkodnikdw Spodoptera exigua i Helicoverpa
armigera [63].

ogorek [58]
wiechlina tgkowa [36]

POZYSKIWANIE PROTOPLASTOW GRZYBOW

Enzymy chitynolityczne sg wykorzystywane w celu wy-
dajnego uzyskiwania protoplastow grzybow stosowanych
w biotechnologii [64], Rozktad sciany komoérkowej grzybow
przy udziale bakteryjnych chitynaz po raz pierwszy zaob-
serwowat Skujins i wsp. podczas doSwiadczenia, w Kkto-
rym chitynaza Streptomyces w potgczeniu z [3-1,3-glukanazg
efektywnie degradowata Sciany strzepek Aspergillus oryzae i
Fusarium solani [65]. Wspdétdziatanie chitynaz z glukanaza-
mi jest bardzo istotne w procesie formowania protoplastow

431



grzybowych ze wzgledu na udziat obu polisacharydéw w
§cianie komorkowej grzybéw strzepkowych. Mieszanina
chitynazy lia-l,3-gtukanazy wyizolowanych z ptynu poho-
dowlanego B. circulans KA-304 wykorzystywana jest w celu
uwalniania protoplastéw Schizophyllum commune, podczas
gdy enzymy stosowane osobno nie wykazujg tej aktywnosci
[66]. Podobnie w przypadku chitynazy A syntetyzowanej
przez S. cyaneus SP-27, ktéra moze by¢ wykorzystywana do
pozyskiwania protoplastow S. commune jedynie w kombi-
nacji z a-1,3-glukanazg B. circulans KA-304 [67],

BIODEGRADACJA ODPADOW
ZAWIERAJACYCH CHITYNE

Przetworstwo owoc6w morza na catym S$wiecie dostar-
cza rocznie ogromnych ilosci odpadéw bogatych w chity-
ne, gtdbwnie w postaci pancerzykéw morskich skorupiakow
takich jak kraby czy krewetki. Chitynolityczne mikroorga-
nizmy petnig wazng role ekologiczna, ktéra polega na efek-
tywnej degradacji tych odpadéw na drodze enzymatycznego
rozktadu trudnodostepnego zrédta energii jakim jest nieroz-
puszczalna w wodzie chityna, do prostszych, wartosciowych
zwigzkoéw, np. chitooligosacharydéw czy p-N-acetylo-D-
glukozaminy. Rola chitynolitycznych bakterii i grzybéw mi-
kroskopowych w utylizacji odpadéw krewetkowych byta ba-
dana z wykorzystaniem izolowanych ze $wiezych odpadow
krewetkowych, ktére stuzyty bakteriom jako zrédto chityny
[68]. Aktywnos$¢ chitynolityczng wyizolowanych drobno-
ustrojow badano metodg spektrofluorymetryczng z zastoso-
waniem syntetycznego substratu znakowanego fluoroforem
MUF. Wykazano, ze badane szczepy bakteryjne posiadaty
wiekszg aktywnos$¢ chitynolityczng wzgledem odpadéw
krewetkowych niz szczepy grzybowe, mimo iz procentowy
udziat drugiej grupy mikroorganizméw w degradacji chity-
ny byt znaczenie wyzszy Podobne obserwacje poczyniono w
przypadku szczepéw bakterii wyizolowanych z gleb zlew-
ni Jeziora Chetmzynskiego [69], Wedlug autorow wyzsza
aktywnos$é chitynaz bakteryjnych moze wskazywaé na ich
wiekszg efektywno$¢ w biodegradacji odpaddw zawieraja-
cych chityne.

PRODUKCJA N-ACETYLOCHITOOLIGOSACHARYDOW

Chitooligosacharydy peinig wiele waznych biologicznych
funkcji. Wykazano, ze N-acetylochitoheksoza posiada wta-
sciwosci przeciwrakowe. Podanie N-acetylochitoheksozy
grupie laboratoryjnych myszy ze zmianami nowotworowy-
mi spowodowato zahamowanie wzrostu nowotworu nawet
0 44%. Podczas badar zaobserwowano zwiekszony poziom
syntezy cytokin IL-1 przez makrofagi i IL-2 przez komoér-
ki $ledziony myszy oraz wyzsza aktywnos$¢ limfocytéw T
cytotoksycznych [70]. Stosowanie N-acetylochitoheksozy
zmniejszyto takze ryzyko powstawania przerzutéw u
myszy z wszczepionym rakiem piuc Lewis'a [71]. N-ac-
etylochitooligosacharydy powoduja zahamowanie ekspresji
genow kodujgcych E-selektyne w komérkach $rddbtonka
naczyn krwionosnych, co utrudnia adhezje toczacym sie
leukocytom. Dzieki tym witasciwosciom oligomery chity-
ny moga znalez¢ zastosowanie jako substancje o dziataniu
przeciwzapalnym [72]. U organizmow roslinnych N-ac-
etylooligosacharydy petnig role elicitoréw inicjujgcych me-
chanizmy obronne, w tym synteze fitoaleksyn [73]. Indukcja
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mechanizmow obronnych moze odbywac sie poprzez akty-
wacje fosfolipazy C (PLC) i fosfolipazy D (PLD), ktore stano-
wig istotny element przekazywania sygnatéw u roslin [74],

N-acetylochitooligosacharydy mozna uzyskaé na drodze
chemicznej hydrolizy kwasowej, jednakze stosowane sg
tez metody enzymatyczne z wykorzystaniem bakteryjnych
enzymow o wysokiej aktywnosci chitynolitycznej jak np.
chitynaz Paenibacillus illioisensis KJA-424 [75]. Bakteryjne
enzymy chitynolityczne mozna wykorzystaé¢ rowniez przy
produkcji chitobiozy i p-N-acetylo-D-glukozaminy, ktdra,
jak niedawno wykazano, moze by¢ stosowana w zapobie-
ganiu tub leczeniu chordb autoagresywnych u ludzi, gdyz
zwiekszajac stopien rozgatezien rozpoczynajacych sie resz-
tami (3-1,6-GIcNAc N-glikanéw w limfocytach T, hamuje
mechanizmy autoimmunizacyjne [76].

PODSUMOWANIE

Bakterie, posrod wielu organizmoéw zdolnych do syntezy
enzymoéw chitynolitycznych, sg szczeg6lnie interesujgcym
obiektem badan Duza réznorodno$é i wysoka aktywnos¢
bakteryjnych enzymow stwarza perspektywy ich praktycz-
nego zastosowania w biotechnologii, medycynie czy rolnic-
twie. Pomimo tego, ze poznano juz szereg bakteryjnych en-
zymow chitynolitycznych, scharakteryzowano ich wtasciwo-
ci, budowe i mechanizm dziatania, jednak wcigz nasza wie-
dza w tej dziedzinie jest niepetna i wymaga dalszych badan,
gtownie z zakresie biochemii i biologii molekularnej. Biorac
pod uwage bogactwo literatury dotyczacej innych hydrolaz
bakteryjnych, enzymy te wydajg sie by¢ wcigz mato poznane
i doceniane.
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ABSTRACT

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-mole-
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 dimensional structure of some chitinases, what was helpful in explaining their catalytic mechanism. Development 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 —

mutagenow/ kancerogenow izolowanych z zywnosci

STRESZCZENIE

zacuje sig, ze okoto 1/3 wszystkich przypadkéw zachorowan na nowotwory wywotywa-
Sna jest przez sktadniki diety. Wéréd nich wazng role przypisuje sie heterocyklicznym
aminom aromatycznym (HCA), ktére wystepujg w miegsie i rybach przetwarzanych w wyso-
kiej temperaturze. Wykazano, ze HCA maja silne dziatanie rakotwdrcze po uprzedniej ak-
tywacji metabolicznej. Pierwszy etap aktywacji obejmuje powstawanie N-hydroksylowych
pochodnych HCA i zachodzi z udziatem cytochromu P450, gtéwnie izoenzymu CYP1A2.
Dalsza aktywacja HCA zachodzi z udzialem N-acetylotransferaz i sulfotranferaz, ktére pro-
wadzg reakcje estryfikacji N-hydroksylowych pochodnych HCA. Tak zaktywowane, wyso-
ce reaktywne pochodne HCA zdolne sg do bezpo$redniego oddziatywania z DNA poprzez
tworzenie adduktéw, ktérych powstawanie powoduje btedy w replikacji i moze prowadzi¢
do wystgpienia mutacji, a w konsekwencji do rozwoju nowotworu. HCA podlegaja takze
reakcjom detoksykacji z udziatem enzyméw z grupy UDP-glukuronozylotransferaz oraz S-
transferazy glutationu. Réwnowaga pomiedzy procesami aktywacji i detoksykacji HCA, jak
réwniez uwarunkowane genetycznie réznice w metabolizmie HCA sg kluczowym elemen-
tem w ocenie potencjalnego ryzyka wystgpienia nowotworu wywotanego HCA u poszcze-
goélnych oséb.

WPROWADZENIE

Choroby nowotworowe to jedna z najczestszych przyczyn zgonoéw na Swie-
cie, a liczba zachorowan ro$nie w zastraszajacym tempie. Wedtug Swiatowej Or-
ganizacji Zdrowia obecnie na nowotwory choruje okoto 25 miliondw 0s6b, a ich
ofiarami padajg coraz mtodsi ludzie. Powodem zapadania na choroby z tej gru-
py mogga by¢ predyspozycje genetyczne, a takze czynniki srodowiskowe. W$réd
czynnikow $rodowiskowych predysponujacych do zachorowania na chorobe
nowotworowga wymienia sie dym papierosowy, spozywanie alkoholu, stany za-
palne wywotane przewlektymi infekcjami, zanieczyszczenia wody i powietrza,
a takze niewtasciwg diete [1]. Dane epidemiologiczne wskazuja, ze dieta moze w
znaczacy spos6b przyczyniac sie do powstawania nowotwordw [2], Szczegdlnie
silny zwigzek obserwuje sie pomiedzy spozywaniem potraw miesnych a zacho-
rowalnoscia na nowotwory, zwaszcza uktadu pokarmowego [3-7], Z kolei ana-
lizy laboratoryjne wykazaty, ze podczas obrébki termicznej miesa i produktéow
miesnych powstaje grupa zwigzkéw chemicznych wykazujacych bardzo silng
aktywno$¢ mutagennag, ktore zostaty sklasyfikowane jako heterocykliczne ami-
ny aromatyczne (HCA) [8], Struktury wybranych HCA zostaly przedstawione
na rycinie 1. Cechg charakterystyczng tej grupy zwiazkow jest obecno$¢ w ich
strukturze pierscieni aromatycznych i silnie reaktywnej egzocyklicznej grupy
aminowej, odpowiedzialnej za ich genotoksyczno$¢ [8]. Heterocykliczne aminy
aromatyczne sg czesto wykorzystywane jako modelowe zwigzki w badaniach
nad procesami mutagenezy i kancerogenezy.

POWSTAWANIE, PODZIAL IWYSTEPOWANIE
HETEROCYKLICZNYCH AMIN AROMATYCZNYCH

Formowanie HCA w miesnych pokarmach zwigzane jest scisle z typem mie-
sa, temperaturg, czasem i rodzajem przetwarzania (gotowania, smazenia, gril-
lowania), dlatego stezenia poszczeg6lnych HCA w prébkach zywnosci sg zréz-
nicowane. Generalna zasada jest taka, ze im wyzsza temperatura i dtuzszy czas
obrobki termicznej, tym stezenie powstajgcych HCA jest wyzsze [9]. Stezenia
HCA w potrawach przygotowywanych w niskich, nie przekraczajgcych 100°C
temperaturach (np. w przypadku gotowania czy duszenia) sg zazwyczaj bardzo
niewielkie. Natomiast podczas obrdbki termicznej w wysokiej temperaturze, ta-
kiej jak grillowanie, wytwarzaja sie bardzo duze ilosci tych zwigzkéw, przekra-
czajgce 100 ng/g w przypadku MelQx, dochodzace do 180 ng/g w przypadku
AaC oraz nawet 480 ng/g w przypadku PhIP [10].
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Rycina 1. Struktury chemiczne wybranych heterocyklicznych amin aromatycz-
nych (HCA). MelQx — 2-amino-3/8-dimetyloimidazo[4,5-/]chinoksalina; 1Q —
2-amino-3-metyloimidazo[4,5-/]chinolina; IQx —2-amino-3-metyloimidazo[4,5-/]
chinoksalina; MelQ — 2-amino-3/4-dimetyloimidazo[4,5-/]chinolina; 4,8-Di-
MelQx — 2-amino-3/4,8-trimetyloimidazo[4,5-/]chinoksalina; 7,8-DiMelQx —
2-amino-3,7,8-trimetyloimidazo[4,5-/]chinoksalina; PhIP — 2-amino-l-metylo-
6-fenyloimidazo[4,5-i>]pirydyna; Glu-P-1 — 2-amino-6-metylodipirydo[l,2-
fl:3',2"-i/]imidazol; Glu-P-2 —2-amino-dipirydo[l,2-rt:3',2'-d]imidazol; Trp-P-1 —
3-amino-l,4-dimetylo-5H-pirydo[4,3-t>]indol; AaC — 2-amino-9H-pirydo[2,3-fr]
indol; Trp-P-2 — 3-amino-I-metylo-5H-pirydo[4,3-b]indol; MeAaC — 2-amino-
3-metylo-9H-pirydo[2,3-b]indol.

W potrawach, takich jak grillowane mieso wotowe, bo-
czek, dréb iryby, w najwiekszych stezeniach wystepujg Me-
1IQx i PhIP [11]. Przewaznie zawarto$¢ HCA jest wyzsza w
miesie niz w rybach. Mieso zawiera wieksze stezenie HCA
réwniez w poréwnaniu z produktami pochodzenia migsne-
go, takimi jak np. kietbasy. Zauwazono natomiast bardzo
niskg zawartos¢ HCA w komercyjnie dostepnych kostkach
rosotowych [11], Oprécz przetwarzanych termicznie mies
i ryb, HCA wykry¢ mozna w $ladowych iloSciach takze w
dymie papierosowym, spalinach, wodzie deszczowej, Scie-
kach komunalnych czy wodzie rzecznej [12],

Z raportu EPIC (European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition) z 2007 roku wynika, ze $rednie dzien-
ne spozycie HCA wynosi 69 ng, z czego okoto 70% przypa-
da na PhIP, ktéry wystepuje w najwiekszym stezeniu [13].
Wedtug innych doniesien szacuje sie, ze ilos¢ spozywanych
HCA moze osiggnag¢ wartosSci przekraczajagce 10 gg/dzien

[U]-
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Istnieja dwie gtéwne drogi powstawania HCA. HCA
nalezace do imidazochinolin, imidazochinoksalin i imida-
zopirydyn, wspoélnie klasyfikowane jako aminoimidazoaza-
areny (AlA), powstaja w wyniku reakcji Maillarda, w ktorg
zaangazowane sg obecne w miesie wolne aminokwasy, kre-
atyna i monosacharydy, w temperaturach pomiedzy 100°C
a 300°C. Z kolei HCA nalezace do aminokarbolin, takie jak
Glu-P-1, Trp-P-1 czy AaC, generowane sg pod nieobecnos¢
cukru, jako produkt pirolizy aminokwasow i biatek, w tem-
peraturach przekraczajacych 300°C [8].

Heterocykliczne aminy aromatyczne dzieli sie na dwie
gtéwne grupy. Jedna z nich sg aminy typu 1Q, ktoérych gru-
pa aminowa nie ulega przemianie pod wptywem NaNOr
Drugga stanowig wszystkie pozostate aminy (,,nie-1Q"), kto-
re pod wptywem 2 mM NaNO., tracg swojg mutagennosg,
w zwigzku z zastgpieniem grupy aminowej hydroksylowg
[14], Podziat wybranych HCA na dwa typy przedstawia ta-
bela 1.

Tabela 1. Podziat heterocyklicznych amin aromatycznych.

Aminy typu 1Q: Aminy typu ,nie-1Q"
1Q AaC

1Qx MeAaC

MelQ Glu-P-1

MelQx Glu-P-2
4,8-DiMelQx Trp-P-1

7,8-DiMelQ Trp-P-2

MUTAGENNOSC | KANCEROGENNOSC
HETEROCYKLICZNYCH AMIN AROMATYCZNYCH

MelQ, 1Q i MelQx nalezg do grupy najsilniejszych mu-
tagenow badanych kiedykolwiek za pomocg testu Ame-
sa [14], Mutagenno$¢ HCA zalezna jest od ich struktury
chemicznej, z ktorg wigze sie zdolno$¢ do ulegania reakcji
N-oksydacji, w wyniku ktérej powstajg reaktywne jony ni-
treniowe [15], Testy bakteryjne wykazujg znaczace, nawet
1000-krotne r6znice w mutagennosci poszczeg6lnych HCA.
Z kolei w komorkach ssakow, gdzie aktywnos$é biologiczna
HCA jest znacznie nizsza, réznice w mutagennosci HCA sg
zdecydowanie mniejsze [14], Poziom mutagennos$ci HCA
w komérkach ssakow jest znacznie wyzszy w przypadku
zastosowania komorek modyfikowanych genetycznie w
kierunku zwiekszonej syntezy enzymow Il fazy, jak NAT2
lub SULT1A1, zaangazowanych w metaboliczna aktywacje
HCA [16,17].

Wyniki testow mutagennos$ci z wykorzystaniem bakterii
bywajg niewystarczajace do rzetelnej oceny ryzyka zwigza-
nego z ekspozycjg na HCA. Przyktad stanowi¢ mogag dwie
aminy — MelQx i PhIP. W tescie Amesa PhIP wykazuje
dziatanie mutagenne okoto 100 razy stabsze niz MelQx,
pomimo ze PhIP ulega reakcji N-oksydacji (aktywacji) z
natezeniem dalece wyzszym niz MelQx [18]. Oba zwigzki
majg silne kancerogenne dziatanie na komdérki gryzoni i
powodujg powstawanie wielu ré6znych nowotworéw przy
dtugoterminowym podawaniu obydwu amin w poréwny-
walnych dawkach [14]. W przypadku gryzoni stwierdzono
réwniez, ze MelQ, PhIP i IQ indukujg charakterystyczne
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mutacje, okre$lane jako ,mutacyjny odcisk palca" (ang. mu-
tational fingerprint), w genach zwigzanych z procesami no-
wotworzenia [19].

W celu ustalenia aktywnos$ci kancerogennej HCA prze-
prowadzono takze wiele badan na zwierzetach. Wykazano,
ze zwiazki te zwiekszajg ryzyko powstawania nowotworow
watroby, zotgdka i ptuc, a takze chtoniakow i biataczek u
myszy [14]. U szczuréw, po podaniu HCA nowotwory roz-
wijaja sie w gtownie w okreznicy, jelicie cienkim, watrobie,
mdzgu, gruczole mlekowym, skdrze, jamie ustnej. Wyjat-
kiem jest PhIP, ktory nie wywotuje raka watroby zaréwno
u myszy, jak i u szczurow [14]. PhIP wywotuje natomiast
chtoniaki u myszy oraz nowotwory okreznicy i gruczotu
mlekowego u szczurdw. 1Q wykazuje silnie kancerogenne
dziatanie u matp naczelnych, u ktérych wywotuje nowo-
twory watroby po kilku latach podawania [14]. Czyni to z
tego zwigzku jeden z najsilniejszych kancerogenéw testo-
wanych u tej grupy zwierzat.

WPLYW HETEROCYKLICZNYCH AMIN
AROMATYCZNYCH NA PROCESY
NOWOTWORZENIA U LUDZI

Wyniki wielu badan epidemiologicznych wskazujg na
zwiekszone ryzyko wystepowania nowotworow okreznicy
i odbytu w przypadku czestego spozywania czerwonego
miesa [7], Ryzyko to zwieksza sie znacznie, lecz jest zauwa-
zalnie mniejsze niz ryzyko zapadania na raka ptuc spowo-
dowane dziataniem dymu tytoniowego oraz nowotwory
watroby wywotane dziataniem aflatoksyny [20], Wyniki
szeregu badan wskazuja, ze najwieksze ryzyko zachoro-
wania na nowotwory odbytu i okreznicy obserwuje sie u
0s0b, ktdre czesto spozywajg grillowane mieso, zawierajace
duze ilosci HCA [7], Stwierdzono, ze spozywanie dobrze
wypieczonego czerwonego miesa powoduje zwiekszenie
ryzyka zapadania na gruczolaki okreznicy i odbytu do 29%
na 10 g spozytego miesa [21] i czterokrotne zwiekszenie
ryzyka zachorowan na inne nowotwory tej czesci uktadu
pokarmowego [22], Badania dowiodty takze, ze najwyzsze
ryzyko zachorowania na te nowotwory wystepuje u oséb,
ktore posiadajag genotyp ,szybkiego oksydatora" (szybka
N-oksydacja przy udziale CYP1A2) oraz ,szybkiego N-
acetylatora" (szybka N-acetylacja przy udziale enzymdw
NAT). Dane wskazujg na odpowiednio szescio- i oSmiokrot-
ne zwiekszenie ryzyka wystgpienia nowotworu w porow-
naniu z osobami o ,wolnych" genotypach, ktére nie spozy-
waty miesa przetwarzanego termicznie [23,24], Zauwazono
rowniez, ze ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na
raka piersi zwigzane jest czeste spozywanie grillowanego,
dobrze wypieczonego miesa [6]. Powstawanie nowotwo-
row piersi powigzano réwniez z przyjmowaniem HCA,
analogicznie jak u zwierzat [14].

Pomimo licznych danych populacyjnych wskazujgcych
na silng zalezno$¢ pomiedzy czesta konsumpcjg miesa a
zapadalnos$cig na nowotwory, dane molekularne dotyczace
zwigzku aktywnos$ci enzyméw metabolizmu ksenobioty-
kéw, spozywania przetwarzanego termicznie miesa i roz-
woju nowotwordw sa nie do konca spdjne. Rozbieznos$¢ tych
wynikow spowodowata nawet powstanie pewnych watpli-
wosci co do roli HCA w powstawaniu nowotworow [25],
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Zwiekszone ryzyko zachorowah na raka mozna zauwazy¢
wiasciwie tylko u osob, ktére zaréwno posiadajg ,,szybkie"
genotypy (,,szybki acetylator", ,,szybki oksydator"), co jest
Scisle zwigzane z konkretng Sciezkg bioaktywacji HCA, jak
tez czesto spozywajg pokarmy zawierajagce wysoki poziom
HCA [23,24]. Przetworzone termicznie migso zawiera, poza
HCA, réwniez inne kancerogeny, wystepujace w niewiel-
kich stezeniach, takie jak policykliczne weglowodory aro-
matyczne (PAH), zwigzki N-nitrozowe, nadtlenki lipido-
we oraz inne aktywne utleniacze. Rakotwdrcze dziatanie
grillowanego miesa moze byé zatem zwigzane nie tylko z
obecnoscig HCA, lecz moze by¢ wynikiem dziatania calej
mieszaniny kancerogenow [7],

FORMOWANIE ADDUKTOW HETEROCYKLICZNYCH
AMIN AROMATYCZNYCH ZDNA

HCA, tak jak wiekszo$¢ chemicznych mutagenéw, two-
rzg addukty z DNA, co moze prowadzi¢ do btedoéw w re-
plikacji, aw konsekwencji, w przypadku, gdy nie zadziatajg
mechanizmy naprawcze, do inicjacji procesu kanceroge-
nezy [26]. N-hydroksy-HCA wykazujg niskg reaktywnos¢
wobec DNA, ktéra nieznacznie wzrasta w srodowisku kwa-
$nym [27]. Reaktywno$¢ N-hydroksy-HCA zwieksza sie na-
tomiast drastycznie po ich estryfikacji do N-acetoksy-HCA
czy N-sulfonyloksy-HCA, ktore, ulegajac heterolitycznemu
cieciu, tworzg reaktywne jony nitreniowe [26]. Rycina 2
przedstawia mechanizm tworzenia adduktéow HCA-DNA.
Formowanie adduktow HCA-DNA nastepuje poprzez re-
akcje zestryfikowanej N-hydroksypochodnej HCA i atomu
C8 deoksyguanozyny (dG). Wynikiem reakcji jest addukt w
postaci dG-C8-HCA. Produktem posrednim tej reakcji jest
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Rycina 2. Mechanizm formowania adduktéw 1Q z deoksyguanozyng (dG-C8-1Q
i dG-N21Q) [29]. N-hydroksy-1Q ulega dalszej aktywacji poprzez estryfikacje do
N-acetoksy-1Q badz N-sulfonyloksy-1Q, ktére tworzg wysoce reaktywne jony ni-
treniowe, reagujace z deoksyguanozyng (dG). Addukty tworzg sie gtdwnie na
atomie C8 dG, za$ w mniejszej iloSci na atomie N 2dG.
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wysoce reaktywny jon nitreniowy [26,28]. W przypadku 1Q
i 8-MelQx addukty z DNA tworzg sie rowniez poprzez po-
taczenie miedzy grupa N2dG i atomem C5 heterocyklicznej
struktury pierScieniowej HCA [28].

METABOLIZM HETEROCYKLICZNYCH
AMIN AROMATYCZNYCH

HCA w formie, w ktérej przyjmowane sg do organizmu
cztowieka (wraz z pokarmami) wykazujg stabe dziatanie
kancerogenne. W procesie biologicznej aktywacji, prowa-
dzonej przez uktad enzymatyczny metabolizmu ksenobio-
tykow zostajg one przeksztatlcone w silne, bardzo niebez-
pieczne substancje rakotwoércze. Aktywacja HCA polega
na przemianie tych zwigzkéw do wysoce reaktywnych
form elektrofilowych [26]. HCA sag intensywnie metaboli-
zowane zar6wno w komorkach cztowieka, jak i zwierzat
[18]. Miejsca dziatania enzymow metabolizujagcych HCA na
przyktadzie MelQx przedstawia rycina 3. G¥dwne produkty
detoksykacji HCA powstajg w wyniku utleniania pierscie-
nia heterocyklicznego i grup metylowych, jak i na drodze
bezposrednich reakcji koniugacji. Aktywacja HCA naste-
puje natomiast poprzez N-oksydacje egzocyklicznej grupy
aminowej prowadzong przez CYP1A2 w watrobie. Produk-
tami tej reakcji s3 N-hydroksypochodne HCA [29], W tkan-
kach innych niz watroba oksydacje HCA katalizujg z kolei
izoformy CYP1Al i CYP1B1 [30], Kolejng reakcjg w szlaku
aktywacji HCA jest acetylacja lub sulfonowanie otrzyma-
nych wczes$niej N-hydroksypochodnych. Reakcje te zacho-
dzg w watrobie z udziatem odpowiednio acetylotransferaz
(NAT) i sulfotransferaz (SULT) [31]. W wyniku tych reakcji
powstajg reaktywne, wysoce niestabilne estry wigzace sie
do DNA. W$rdd enzymoéw z rodziny SULT najbardziej ak-
tywng w tym procesie izoforma jest SULT1AI, ktéra katali-
zuje miedzy innymi reakcje sulfonowania N-hydroksy-PhIP
i N-hydroksy-MeAaC [32].

N-hydroksypochodne HCA podlegajg detoksykacji z
udziatem UDP-glukuronozylotransferaz (UGT). Ta grupa
enzymoéw katalizuje reakcje, w wyniku ktérych powsta-
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Hydroksylacja w pozycp C5 oraz
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Rycina 3. Miejsca dziatania enzyméw metabolizujgcych MelQx z uwzglednie-
niem drég detoksykacji (zielone strzatki), jak i aktywacji MelQx (czerwona strzat-
ka). Zar6wno oksydacja pier$cienia aromatycznego, jak i bezposrednie reakcje
koniugacji niezmodyfikowanego MelQx prowadzg do powstania produktéw de-
toksykacji. Dodatkowo u ludzi zaobserwowano oksydacje grupy metylowej C8§
prowadzaca do powstania kwasu karboksylowego, bedacego gtéwnym produk-
tem detoksykacji MelQx. Aktywaga MelQx zachodzi poprzez oksydacje azotu
N2egzocyklicznej grupy aminowej z udziatem cytochromu P450. Tak powstaty
N-OH-MelQx moze wigza¢ si¢ do DNA lub ulega¢ dalszej aktywacji poprzez re-
akcje koniugacji —sulfonowanie badz acetylacje, przeprowadzane przez enzymy
fazy Il metabolizmu ksenobiotykéw [35].

438

jg stabilne koniugaty glukuronidowe HCA. W przypadku
glukuronidacji N-hydroksy-PhIP najbardziej aktywng izo-
forma jest UGT1A1 [33], N-hydroksy-HCA podlegajg row-
niez detoksykacji poprzez redukcje do macierzystych amin.
Reakcja ta przeprowadzana jest przy udziale NADPH re-
duktaz. Reaktywna estrowa N-acetoksypochodna PhIP
podlega takze detoksykacji przy udziale S-transferazy glu-
tationu (GST). Reakcja ta polega na redukcji reaktywnego
produktu posredniego — prawdopodobnie przez uformo-
wanie niestabilnego koniugatu z glutationem (GSH) — do
macierzystej aminy. Najbardziej aktywng izoformg w tym
procesie jest enzym GSTAI [34]. Glukuronidacja i sulfono-
wanie egzocyklicznej grupy aminowej w przypadku kil-
ku HCA zachodzg przy udziale enzymow z grupy UGT i
SULT. Procesy te nalezg do reakcji detoksykacji [35].

ENZYMY BIORACE UDZIAL W AKTYWACIJI
HETEROCYKLICZNYCH AMIN AROMATYCZNYCH

CYTOCHROM P450

Cytochrom P450 to rodzina enzymow wykazujacych ak-
tywno$¢ monooksygenazy. Uwaza sig, ze istniejg one od
poczatku zycia na Ziemi, czyli od okoto 3 i p6t miliarda lat.
Wystepujg powszechnie u wszystkich organizméw, nawet u
Archeae i w niemal wszystkich tkankach. Ich najwiekszg ak-
tywnos$¢ obserwuje sie w watrobie irdzeniu nadnerczy [36],
W genomie cztowieka znanych jest okoto 150 genéw kodu-
jacych rézne cytochromy P450 [37], Bakteryjne cytochromy
P450 sg rozpuszczalne i zbudowane z okoto 400 reszt ami-
nokwasowych. W komérkach eukariotycznych wystepu-
ja nieco dtuzsze biatka z tej grupy, liczace okoto 500 reszt
aminokwasowych [36], Sa to biatka transbtonowe, zwigzane
z btong siateczki $roplazmatycznej oraz wewnetrzng btong
mitochondrialng, zawierajgce hem jako grupe prostetyczng.
U ludzi wystepuje 18 rodzin cytochromu P450 [38], Po zwig-
zaniu in vitro z tlenkiem wegla wiekszo$¢ z nich wykazuje
maksimum absorpcji Swiatta przy dtugosci fali réwnej 450
nm [36],

Enzymy z rodziny cytochromu P450 w obrebie réznych
grup organizmdw majg niezwykle szerokie spektrum aktyw-
nosci. U bakterii uczestnicza w produkcji antybiotykéw ta-
kich jak na przyktad erytromycyna, a takze ogrywaja kluczo-
wa role w procesach bioremediacji poprzez degradacje we-
glowodoroéw. U grzybdw cytochrom P450 katalizuje synteze
ergosterolu i bierze udziat w detoksykacji toksyn roslinnych,
utatwiajgc tym samym proces patogenezy. U roslin natomiast
bierze udziat w syntezie fitohormonéw, fitoaleksyn i pigmen-
tow kwiatowych. U ssakow cytochromy P450, jako enzymy
I fazy uczestniczg w metabolizmie lekdw, syntezie steroiddw,
metabolizmie kwasow ttuszczowych oraz w przemianie pro-
mutagenow do genotoksycznych pochodnych [36].

Cytochrom P450 katalizuje reakcje hydroksylacji przebie-
gajaca zgodnie z sumarycznym wzorem:
SH +0, + NAD(P)H + H+»SOH + HD + NAD(P)+[36],
gdzie SH — substrat hydroksylacji, SOH — produkt hy-
droksylacji.

Cytochrom P450 jest waznym elementem w metaboli-
zmie ksenobiotykow, zwtaszcza tych o charakterze hydrofo-
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bowym. Niemira i inni oraz Wisniewska i Mazerska podajg
bardzo szczegdtowy opis cytochromu P450 ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli poszczeg6lnych jego izoenzymow w
metabolizmie ksenobiotykdw, gtownie lekéw [39,40]. Pro-
dukty tego metabolizmu zwykle sg bardziej hydrofilowe od
substratéw, co sprzyja ich dalszemu przeksztatcaniu i wy-
dalaniu [38], Oprocz 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 najwazniejsza izoformag cytochromu P450
zaangazowana w aktywacje HCA. Jest to monooksygena-
za hemotiolowa, u ludzi wystepuje gtéwnie we frakcji mi-
krosomalnej watroby [41]. Enzym ten zaangazowany jest
w zalezng od NADPH S$ciezke transportu elektronow [42],
Utlenia wiele bardzo zréznicowanych strukturalnie zwigz-
kdw, takich jak steroidy, kwasy ttuszczowe czy ksenobioty-
ki. Najwiekszg aktywno$¢ wykazuje w przypadku reakcji
2-hydroksylacji [43]. CYP1A2 bierze udziat w metabolizmie
aflatoksyny BJ [44] i acetaminofenu [45], a takze zaangazo-
wany jest w metabolizm kofeiny, ktory odbywa sie z jego
udziatem w watrobie [36]. Gen kodujagcy CYP1A2 znajduje
sie na chromosomie 15, w bezposrednim sasiedztwie genu
kodujgcego inny izoenzym cytochromu P450-CYP1A1
(25kB). Skierowane sg one w przeciwnych kierunkach —
»,head to head" —imajg wspélny region 5'flankujacy [42].

Ekspresja CYP1A2 indukowana jest przez bardzo wie-
le czynnikéw. Do czynnikow diety, bedacych jego in-
duktorami nalezy na przyktad grillowane migso. Innymi
induktorami tego enzymu sa brokuty, brukselka i tyton
oraz substancje takie jak insulina, omeprazol, fenobarbital,
a-naftoflawon, metylocholantren, nafcylina i modafinil. Za
inhibitory CYP1A2 uwaza sie natomiast leki: amiodaron,
cymetydyne, fluorochinolony, fluwoksamine czy tiklopidy-
ne [36], U ludzi synteza CYP1A2 zachodzi gtéwnie w watro-
bie, a w tkankach innych niz watroba jego synteza jest nie-
znaczna [42], Przy jego udziale zachodzi pierwsza z reakcji
prowadzacych do aktywacji HCA, czyli N-hydroksylacja,
ktorej efektem jest powstanie N-hydroksypochodnych HCA
(N-OH-HCA) [29],

CYTOCHROM P450 1A1 (CYP1A1)

Tak jak pozostate izoenzymy cytochromu P450, CYP1Al
nalezy do monooksygenaz hemotiolowych i takze bierze
udziat w utlenianiu kwasdw ttuszczowych, sterydéw i
ksenobiotykéw [36]. Pod wzgledem sekwencji reszt ami-
nokwasowych wykazuje ponad 70% identycznosSci z izo-
enzymem CYP1A2 [36], Enzym ten wystepuje w tkankach
innych niz watroba, gtéwnie w ptucach, limfocytach i tozy-
sku [36], Poniewaz CYP1AZ2 jest w tych tkankach ledwo wy-
krywalny, znacznie wiekszg role w N-hydroksylacji HCA
(w ktérej powstajg toksyczne pochodne typu N-OH-HCA)
moze tu odgrywac witasnie CYP1A1 [30]. Biorgc pod uwage
mozliwos$¢ indukcji jego ekspresji, jak ma to miejsce u 0séb
palacych [46], ten izoenzym moze w istotny spos6b przy-
czyniaé sie do procesow kancerogenezy zaleznych od HCA,
szczegOlnie w organach takich jak ptuca [47], Endogennym
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substratem tego izoenzymu jest 17p-estradiol (E.,), ktérego
hydroksylowe pochodne, powstajgce w reakcji katalizowa-
nej przez CYP1A1l i CYP1B1, odgrywajg istotng role w roz-
woju nowotwordw piersi [48]. Poza aktywacjg HCA, bierze
takze udziat w aktywacji policyklicznych weglowodoréw
aromatycznych, ktére sg rowniez induktorem tego izoenzy-
mu [36]. Jego aktywno$¢, podobnie jak aktywno$¢ CYP1A2,
hamowana jest przez flawonoidy [49].

CYTOCHROM P450 1B1 (CYP1B1)

Cytochrom P450 1B1 zostat w peini zidentyfikowany
dopiero w 1994 roku [50]. Jego gen podlega konstytutyw-
nej ekspresji w moézgu, okreznicy, jelicie cienkim, nerkach,
ptucach, sercu, leukocytach, prostacie, grasicy, miesniach
szkieletowych i $ledzionie [50]. Podobnie jak CYP1Al,
CYP1B1 bierze udziat w metabolizmie estrogenu, w ktérym
katalizuje reakcje hydroksylacji 17(3-estradiolu [48]. Ponad-
to, jest gtbwnym enzymem zaangazowanym w aktywacje
PAH do kancerogennych pochodnych w organizmie [51].
Enzym ten prowadzi réwniez reakcje N-hydroksylacji HCA
(z utworzeniem N-OH-HCA) w tkankach innych niz wa-
troba, jednak na mniejszg skale niz CYP1A2 i CYP1A1 [30],
Polimorfizm CYP1B1 w niektorych pracach wigzany jest
ze zwiekszonym ryzykiem zachorowan na raka nerek [52],
Ostatnie badania wykazaty istotny udziat tego enzymu w
rozwoju ptodowym. Mutacje w genie kodujgcym CYP1B1
powodujg bowiem wrodzong jaskre (glaukome) [53].

ENZYMY Il FAZY ZAANGAZOWANE W AKTYWACJE
HETEROCYKLICZNYCH AMIN AROMATYCZNYCH

N-ACETYLOTRANSFERAZY

N-acetylotransferazy kodowane sg u ludzi przez dwa
rézne geny: NAT1 iNAT2. Produkty obu tych genéw (NAT1
i NAT2) katalizujg O-acetylacje HCA [54], NAT2 wykazuje
najwyzszg aktywnos$¢ w watrobie i w przewodzie pokar-
mowym, podczas gdy NAT1 dziata w watrobie (w mniej-
szym stopniu niz NAT2), jak rowniez w innych tkankach
[55], W przypadku wiekszosci N-hydroksypochodnych
HCA reakcja acetylacji zachodzi przy udziale NAT2. N-
hydroksypochodne PhIP oraz AaC ulegaja acetylacji przy
udziale obydwu izoform [29], Obydwa izoenzymy wyka-
zujg duzy polimorfizm i dzielg populacje ludzkg na tzw.
»Szybkich acetylatoréw" i ,,wolnych acetylatoréw". Geno-
typ ,,szybkiego acetylatora™ zwigzany ze zwiekszong akty-
wacjg HCA do form genotoksycznych, zaréwno w obrebie
NAT1, jak i NAT2, wydaje sie by¢ zwiazany ze zwiekszo-
nym ryzykiem zachorowania na raka okreznicy ze wzgledu
na obecnos¢ obu izoform w tym organie, lecz wyniki badan
dotyczacych tego zagadnienia wcigz nie sg jednoznaczne
[54,56]. Polimorfizm w obrebie genu NAT1 ma takze we-
dle niektérych badaczy wptyw na zapadanie na nowotwo-
ry okreznicy i odbytu [55]. Nalezy nadmieni¢, ze oprocz
reakcji O-acetylacji, prowadzacej do aktywacji HCA, N-
acetylotransferazy katalizujg réwniez reakcje N-acetylacji,
powodujace detoksykacje tych zwigzkéw [55], W zwigzku
ztym, w przypadku nowotwordw, dla ktérych N-acetylacja
jest etapem prowadzacym do detoksykacji HCA, jak w
przypadku nowotworu pecherza moczowego, osoby o ge-
notypie NAT2 ,wolnego acetylatora™ znajduja sie w grupie
podwyzszonego ryzyka [55],
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RODZINA ROZPUSZCZALNYCH
SULFOTRANSFERAZ (SULT)

Wszystkie enzymy z grupy sulfotransferaz katalizujg
sulfonowanie ksenobiotykéw oraz bioaktywnych kancero-
gendw, a takze zwigzkow endogennych, takich jak estroge-
ny, steroidy, eikozanoidy, katecholaminy, serotonina czy
jodotyronina [32], Enzymy te katalizujg reakcje przenosze-
nia reszt siarczanowych na grupy hydroksylowe, aminowe,
sulfhydrylowe, czy N-oksydowe. Produktem reakcji moze
by¢ siarczan lub ester kwasu siarkowego (w przypadku
O-sulfonowania). Substraty makromolekularne, takie jak
biatka, peptydy, lipidy czy glikozaminoglikany, metaboli-
zowane sg przez sulfotransferazy zwigzane z btong aparatu
Golgiego, podczas gdy ksenobiotyki oraz mate substraty
endogenne, takie jak steroidy, kwasy zo6tciowe czy neuro-
transmitery ulegajg transformacji z udziatem enzymdéw po-
chodzacych z cytozolu, nalezacych do rodziny SULT [57],
W ludzkim organizmie wystepujg 3 rodziny enzymoéw
SULT: SULTL, SULT2 i SULT4, sposréd ktérych mozna wy-
rézni¢ przynajmniej 13 izoform SULT [57], Gtéwna z nich
kodowana jest przez gen SULT1A1, ktéry wykazuje wysoki
poziom polimorfizmu. SULT1Al wraz z innym enzymem z
tej rodziny —SULT1A2 —przenosza reszty siarczanowe na
hydroksylowe pochodne HCA (na przyktad N-OH-PhIP)
[16,32,58]. SULT1A1 ma wysokg aktywno$¢ w bardzo wie-
lu tkankach, zarébwno w watrobie, jak i poza nig (na przy-
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Rycina 4. Schemat metabolizmu PhIP [41], zmodyfikowane. Aktywacja PhIP zachodzi poprzez oksydacje do N-
OH-PhIP, dalej estryfikowane do silnie reaktywnych N-sulfonyloksy-PhIP i N-acetoksy-PhIP, tworzacych adduk-
ty z DNA. U szczura istnieje alternatywna droga metabolizmu PhIP —4'hydroksylacja, prowadzaca do detoksy-
kacji PhIP. Detoksykaga PhIP zachodzi gtéwnie w drodze glukuronidacji, ktérej podlega¢ moze zaréwno PhIP,
jak i N-OH-PhIP. N-OH-PhIP i N-acetoksy-PhIP moga ponadto zosta¢ zredukowane do PhIP w wyniku dziatania

odpowiednio NADPH reduktazy i transferazy glutationu (GSH/GSTAL).
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ktad w piersi ijelicie), w ktérych prawdopodobnie odgrywa
istotng role w aktywacji HCA, a w najwiekszym stopniu
jednej z nich — PhIP [59], Jesli chodzi o transformacje in-
nych prokancerogenéw, enzymy SULT odpowiedzialne sg
takze za aktywacje PAH [60],

ENZYMY BIORACE UDZIAL W DETOKSYKACJI
HETEROCYKLICZNYCH AMIN AROMATYCZNYCH

RODZINA S-TRANSFERAZ GLUTATIONU (GST)

Enzymy z grupy GST katalizujg reakcje sprzegania tok-
sycznych zwigzkow (w tym HCA) z glutationem [61]. Naj-
wazniejsze z nich to GSTM1, GSTT1, GSTAL i GSTA2. Naj-
bardziej istotng izoformg GSTAI jest GSTAI-1. Katalizuje
ona na przyktad detoksykacje N-acetoksy-PhIP, poprzez re-
dukcje toksycznej pochodnej tego zwigzku do macierzystej
aminy. Najbardziej istotng izoformg GSTA2 jest GSTA2-2,
ktdéra spetnia takg samg funkcje, jak GSTAL1-1, jednak prze-
prowadza redukcje na mniejszg skale [62], Wcigz badany
jest wptyw polimorfizmu tych enzymoéw na kanceroge-
neze. Niektore prace sugerujg wptyw polimorfizmu genu
GSTM1 na zwiekszenie ryzyka zachorowan na nowotwo-
ry piersi, prostaty, watroby i okreznicy [63]. Inne opisu-
ja wrecz odwrotne wyniki [64], Polimorfizm genu GSTAI
jest natomiast zwigzany z nowotworami okreznicy [62],
Sprzeganie z glutationem to krok w drodze detoksykacyjnej

wielu ksenobiotykoéw. Taka reakcja

zachodzi na przyktad w przypadku

Adduikty z DNA PhIP, a doktadniej jej toksycznej po-
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chodnej, N-acetoksy-PhIP. Reakcji z
glutationem nie obserwuje sie z kolei
w przypadku 1Q i MelQx. Uwaza sie
zatem, ze nie sg one substratami dla
GST [34,62],

RODZINA UDP-
GLUKURONOZYLOTRANSFERAZ
(UGT)

Enzymy z tej grupy przeprowa-
dzajg glukuronidacje wielu kance-
rogennych zwigzkow, w tym HCA.
Sprzeganie z cukrem to droga de-
toksykacyjna szeregu endogennych
i egzogennych substancji. Enzymy
z grupy UGT wystepujag w bardzo
wielu réznych organizmach, od bak-
terii do cztowieka [65]. Katalizujg one
przytaczenie grupy glikozylowej cu-
kru do endogennych hydrofobowych
czasteczek, takich jak bilirubina,
hormony steroidowe i tarczycowe,
kwasy ttuszczowe czy retinoidy, jak
rowniez do wielu hydrofobowych
ksenobiotykow [65], W rezultacie po-
wstajg zwigzki bardziej hydrofilowe,
ktore sg tatwiej wydalane z organi-
zmu. UDP-glukuronozylotransfe-
razy stanowiag odmiane enzymow
z rodziny UGT, wystepujacych w
organizmach ssakéw. Wykorzystuja
kwas UDP-glukuronowy jako donor

0 OH

N
COOH

N-OH-PhIP-N3-GI
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reszty cukrowej. UDP-glukuronozylotransferazy zlokali-
zowane sa w siateczce $rodplazmatycznej i sa zwigzane z
btong. Gtdwnym miejscem dziatania UGT u cztowieka jest
watroba, jednak jego obecno$¢ stwierdzono roéwniez w
tkankach takich jak: prostata, nerka, mdzg, jelita czy ptuca
[65]. Badania wykazaty, ze wiele HCA, a zwtaszcza PhIP,
podlega intensywnej detoksykacji na drodze glukuronidacji
przy udziale enzymoéw UGT. Najbardziej aktywnag w tym
procesie izoforma jest UGT1A1 [33].

METABOLIZM WYBRANYCH HCA

METABOLIZM PhIP

Rycina 4 przedstawia schemat metabolizmu PhIP. Pierw-
szg reakcja biotransformacji PhIP w organizmie cztowieka
jest utlenianie przy udziale CYP1A2 w watrobie, a takze
CYP1A1l i CYP1B1 w tkankach innych niz watroba [30], W
postaci N-hydroksypochodnej PhIP, powstatej w wyniku
utleniania przy udziale cytochromu P450, zwigzek ten moze
ulega¢ dalszym przemianom, prowadzacym do detoksyka-
cji. Pod wptywem NADPH reduktazy moze zosta¢ zredu-
kowany do macierzystej aminy, a przy udziale enzymow
z grupy UGT (gtéwnie UGT1A1l) moze ulec detoksykacji
na drodze sprzegania z glukuronianem, co prowadzi do

OH

N—'( _(} 0

HE Nch, ¢ t’u",‘u’:""
N-(

N-OH-MelQx-NZGI

HOCH ,ﬁ f N*CH
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owksmq- ?"

HOOC f N=ci,
CYP1A2 I

1Qx-8-COOH

powstania stabilnych koniugatéw glukuronianowych [66],
Natomiast aktywacja N-hydroksypochodnej PhIP zachodzi
poprzez estryfikacje przy udziale enzymoéw Il fazy — NAT
lub SULT. W wyniku tych reakcji powstajg silnie reaktyw-
ne pochodne: N-sulfonyloksy-PhIP (w przypadku dziatania
SULT) lub N-acetoksy-PhIP (w przypadku dziatania NAT)
[31]. Obydwa zwiazki sg toksyczne i zdolne do utworzenia
adduktow z DNA. N-acetoksy-PhIP moze takze 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 cztowieka wazng role w detoksykacji PhIP odgrywa
takze bezposrednie sprzeganie tej aminy z glukuronianem,
przeprowadzane przez enzymy z grupy UGT .Warto wspo-
mnieé, iz w komorkach watrobowych szczura w metaboli-
zmie PhIP dominuje reakcja 4'-hydroksylacji, a nastepnie
glukuronidacji i sulfonowania 4'OH-PhIP, co prowadzi do
detoksykacji tego zwigzku [67].

METABOLIZM MelQx

Rycina 5 przedstawia rézne drogi metabolizmu MelQx.
Schemat dotyczy zaréwno drég wystepujacych w komoér-
kach cztowieka, jak i szczura. Wiele z tych proceséw zacho-
dzi w obydwu typach komérek, cze$¢ tylko w komdrkach
cztowieka, za$ cze$¢ wytgcznie w
komérkach szczura. Pierwszym
etapem aktywacji MelQx, zacho-
dzacym zaréwno w hepatocytach
cztowieka, jak i szczura, jest N-
oksydacja do N-OH-MelQx, za-
chodzgca przy udziale CYP1A2.
Tak otrzymana N-OH-MelQx
moze podlegaé dalszej aktywa-
cji przez enzymy Il fazy z utwo-
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Mgt r DNA, lub tez ulec detoksykacji
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: tywng drogg metabolizmu MelQx
(u szczura) . R . .. L,
SULT i jest utlenienie w pozycji C8, row-
deboksykacja UGT niez z udziatem CYP1A2. W efek-
MO'QX detoksykacja R . .. .
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Rycina 5. Schemat metabolizmu MelQx [41], zmodyfikowany. MelQx ulega aktywacji poprzez N-oksydacje do N-
OH-MelQx, a dalej do wysoce reaktywnych estréw: N-acetoksy-MelQx i N-sulfonyloksy-MelQx, mogacych tworzy¢
addukty z DNA. Dwuetapowa oksydacja w pozycji Caprowadzgaca do otrzymania karboksylowej pochodnej, 1Qx-8-
COOH, jest gtéwng droga detoksykacji MelQx u cztowieka. Inne drogi detoksykacji MelQx to glukuronidacja MelQx i
N-OH-MelQx, sulfonowanie MelQx ioksydacja MelQx w pozycji C7. U szczura mozliwa jest r6wniez detoksykacja na
drodze oksydacji MelQx w pozycji C5.
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dalszemu utlenieniu, tworzac
kolejng pochodng, 1Qx-8-COOH.
Szlak ten jest gtéwnym procesem
detoksykacji MelQx w komor-
kach cztowieka [68], nie stwier-
dzono go natomiast u szczura
[41], W komoérkach szczurzych
utlenianie prowadzone przez en-
zym CYP1A2 odbywa sie przy
weglu C5. MelQx po wniknieciu
do organizmu moze réwniez od
razu (bez uprzedniej N-oksydacji)
ulec detoksykacji poprzez sprze-
ganie z kwasem glukuronowym
i wytworzenie innej pochodnej
glukuronidowej N2 (MelQx-AP-
Gl), takze z udziatem enzyméw
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z grupy UGT. Inng przemianag, jakiej moze ulec MelQx w
hepatocytach cztowieka jest powstawanie pochodnych:
7-okso-MelQx oraz N-demetylo-7-okso-MelQx, ktorych
nie stwierdzono w hepatocytach szczura [41]. Reakcje te
katalizuje najprawdopodobniej dehydrogenaza ksantyno-
wa. Mozliwa jest takze bezposrednia reakcja w pozycji N2
MelQx z udziatem enzymow z grupy SULT, ktora prowadzi
do powstania sulfamidowej pochodnej MelQx (MelQx-N2
SO0 3H), bedacej produktem detoksykacji [41].

ROZNICE W METABOLIZMIE HETEROCYKLICZNYCH
AMIN AROMATYCZNYCH U SZCZURA I CZLOWIEKA

Badania dotyczace drég aktywacji heterocyklicznych
amin aromatycznych prowadzone byly do tej pory gtow-
nie na komorkach cztowieka, szczura i krélika. Chociaz
frakcje komdrkowe szczura okazaty sie niezwykle przydat-
ne jako materiat badawczy do tego rodzaju doswiadczen,
wykryto kilka zasadniczych réznic miedzygatunkowych w
przemianach metabolicznych HCA w poroéwnaniu do ko-
morek czlowieka, ktore przedstawiono schematycznie na
rycinie 6. Roznice te, dotyczace zarowno aktywnosci kata-
litycznej poszczeg6lnych izoform cytochromu P450, jak i re-
gioselektywnosci reakcji oksydacji HCA, moga powodowaé
rozbieznosci w toksycznosci HCA obserwowane u szczu-
row iludzi [18,69].

MelQx i PhIP to heterocykliczne aminy aromatyczne
wystepujace w bardzo znaczacych iloSciach w przetwa-
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Rycina 6. R6znice miedzygatunkowe w regioselektywnej oksydacji MelQx i PhIP
przy udziale CYP1A2 [29]. Aktywacja MelQx, zaréwno u cztowieka, jak i u szczu-
ra, zachodzi poprzez N-oksydacje. Detoksykacja MelQx u cztowieka polega na
oksydacji w pozycji C8 za$ u szczura na oksydacji w pozycji C5. PhIP jest aktywo-
wane zaréwno u cztowieka, jak iu szczura w drodze N-oksydacji. CYP1A2 szczu-

ra, w przeciwiedstwie do CYP1A2 cztowieka, przeprowadza reakcje oksydacji
do 4'-OH-PhIP, ktdry jest u szczuréw gtéwnym produktem detoksykacji PhIP.
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rzanych termicznie pokarmach miesnych i rybach. Jak
wczes$niej wspomniano, te dwie aminy, jak i inne HCA
sg aktywowane do formy kancerogennej w reakcji N-
hydroksylacji, ktora jest przeprowadzana przez cytochrom
P450 (CYP1A2 w watrobie i CYP1Al oraz CYP1B1 w in-
nych tkankach [30]). Analizy przeprowadzone na oczysz-
czonych izoenzymach CYP1A2 wykazaly, ze rekombi-
nowany CYP1A2 cztowieka wykazuje 10 do 19-krotnie
efektywniejszg aktywacje MelQx i PhIP w poréwnaniu z
CYP1A2 szczura [18]. Co wiecej, natezenie reakcji
N-oksydacji MelQx w niektérych populacjach hepatocy-
tow cztowieka okazato sie byé zblizone do natezenia tej
reakcji w hepatocytach szczurzych, potraktowanych wcze-
$niej bardzo silnym induktorem CYP1lA1l/CYP1A2 [18].
Podczas tych badan zauwazono réwniez, ze poziom syn-
tezy CYP1A2 w watrobie cztowieka jest 10-krotnie wyzszy
niz w watrobie szczura [18].

Wyniki badan regioselektywnos$ci form CYP1A2 wyste-
pujacych u ludzi i szczuréw wykazaty znaczace réznice w
profilu aktywacji MelQx [69], Zar6wno mikrosomy z wa-
troby cztowieka, jak i CYP1A2 przeprowadzaty oksydacje
MelQx do formy genotoksycznej — N-hydroksy-MelQx.
Ponadto wyizolowano produkty oksydacji w pozycji C8gru-
py metylowej (8-CH2DH-1Qx, 1Qx-8-CHO i 1Qx-8-COOH).
W przeciwienistwie do mikrosomoéw cztowieka i oczysz-
czonego CYP1A2 cztowieka, mikrosomy i CYP1A2 szczura
nie katalizujg reakcji oksydacji prowadzacej do powstania
karboksypochodnej MelQx (1Qx-8-COOH), ktéra u ludzi
stanowi wazny produkt detoksykacji. Z kolei mikrosomy
i CYP1A2 szczura katalizujg reakcje oksydacji pierscienia
MelQx w pozycji C5 z utworzeniem produktu detoksyka-
cji, 5-HO-MelQx, ktéry jest nieobecny u ludzi. Jesli chodzi
0 metabolizm PhIP, CYP1A2 szczura katalizuje reakcje de-
toksykacji do 4'-OH-PhIP, ktory jest gtdwnym produktem
detoksykacji PhIP u szczuréw. 4'-OH-PhIP zostat rowniez
wykryty w hepatocytach cztowieka, jednak w jego powsta-
wanie jest zaangazowany niezalezny od CYP1A2 mecha-
nizm [41].

AKTYWACJA HETEROCYKLICZNYCH AMIN
AROMATYCZNYCH W CYTOSOLU

Pierwszy etap aktywacji HCA polega na utlenieniu egzo-
cyklicznej grupy aminowej, katalizowanym przez CYP1A2
[70], a takze w mniejszym stopniu przez izoformy CYP1A1l
1CYP1B1 [71]. Reakcja zachodzi we frakcji mikrosomalnej
komdrek watroby. N-hydroksypochodne ulegajg nastepnie
reakcjom estryfikacji (O-sulfonowaniu i O-acetylacji), w kto-
rych tworzg sie wysoce reaktywne pochodne HCA. Te re-
akcje zachodzg w cytosolu hepatocytow [72], Alternatywng
drogg aktywacji HCA, zachodzaca zwtaszcza poza watro-
bg, jest reakcja jednoelektronowej oksydacji katalizowana
przez mikrosomalng syntaze prostaglandyny H (PHS) [73],
Wykazano ponadto, ze aktywacja HCA moze odbywacé sie
wytacznie w cytosolu hepatocytow bez obecnosci frakcji mi-
krosomalnej. Badania z wykorzystaniem frakcji cytosolowej
S-12 wykazaty, ze w przypadku 1Q i MelQ poziom akty-
wacji jest porownywalny z poziomem aktywacji obserwo-
wanym przy zastosowaniu frakcji mikrosomalnej, aw przy-
padku aktywacji Trp-P-2 frakcja cytosolowa S-12 okazata sie
nawet efektywniejsza niz frakcja mikrosomalna [74],
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ZNACZENIE POLIMORFIZMU GENOW W
METABOLIZMIE HETEROCYKLICZNYCH
AMIN AROMATYCZNYCH

Wigzanie HCA do DNA, a w konsekwencji pojawienie
sie mutacji, w duzej mierze zalezy od ré6wnowagi pomie-
dzy szlakami aktywacji i detoksykacji HCA, jak réwniez od
efektywnosci naprawy DNA. Aktywno$¢ wiekszoSci enzy-
mow zaangazowanych w metabolizm HCA jest zdetermi-
nowana osobniczymi cechami genetycznymi, a dodatkowo
moze by¢ modyfikowana poprzez rozmaite czynniki $rodo-
wiskowe, takie jak np. styl zycia.

Wyniki badan in vitro jednoznacznie wskazujg na wptyw
polimorfizmu genéw na aktywnos$¢ biologiczng HCA. Wy-
kazano, ze hamowanie wigzania wysoce reaktywnej po-
chodnej N-acetoksy-PhIP do DNA w obecnosci GST jest
SciSle zalezna od uzytej izoformy tego enzymu. Najbardziej
skuteczna w tym przypadku okazata sie izoforma alfa [34],
Badania z wykorzystaniem komorek raka prostaty wykaza-
ty z kolei, ze ekspresja GSTP1 powoduje zmniejszenie ilo-
sci adduktéw powstajagcych w komoérkach, w ktorych jego
ekspresja byta wyciszona [75], Analize poziomu adduktow
przeprowadzono réwniez dla HCA przy zastosowaniu od-
powiednio izoformy NAT2 szybko- i wolno acetylujacej.
Okazato sie, ze izoforma NAT2 szybko acetylujagca przy-
czynia sie do powstawania wiekszej iloSci adduktéw HCA-
DNA w porédwnaniu z wolno acetylujagcg izoformag NAT2
wolno acetylujacag [76], Badania na kongenicznych szcze-
pach chomika syryjskiego wykazaty z kolei brak réznic w
ilosci adduktow PhIP-DNA u osobnikéw z wolno —i szyb-
ko acetylujagcym genotypem NAT2 [77].

Dane dotyczace wptywu polimorfizmu genetycznego na
poziom adduktow HCA-DNA u ludzi sg bardzo ograniczo-
ne i czesto niejednoznaczne. Wykazano, ze u 0sob z geno-
typem NAT2 wolno acetylujgcym ilo$¢ adduktow DNA w
tkance pobranej z piersi byta wyzsza niz u oséb z genoty-
pem NAT2 szybkich acetylatordw. Nalezy jednak zazna-
czy¢, ze adduktow tych nie udato sie zidentyfikowaé jako
HCA. Jednoczes$nie wykazano, ze poziom adduktow byt
niezalezny od genotypu NAT1 [78], Mozna zatem wniosko-
wac, ze podobnie jak w przypadku pecherza moczowego,
w tkance piersi NAT odgrywajg role w detoksykacji HCA, a
nie, jak w przypadku okreznicy, w ich aktywacji.

Podwyzszony poziom catkowitej ilosci adduktow DNA
w tkance piersi u 0so6b posiadajacych genotyp NAT2 wolno
acetylujacy zostat rowniez stwierdzony w innej, analogicz-
nej analizie [79]. Dodatkowo poddano analizie polimorfizm
w obrebie innych genéw zaangazowanych w metabolizm
HCA. Wykazano, ze wérdd palaczy homozygoty CYP1A1*1
charakteryzowaly sie mniejszg iloScig adduktéw DNA w
poréwnaniu z osobami o genotypach CYPIAI*I/*2 i CY-
PIAI*2/*2. Co wiecej, stwierdzono, ze w przypadku geno-
typow CYPIAI*I/*2 i CYPIAI*2/*2 poziom adduktow typu
benzo[a]piren byt zdecydowanie wyzszy niz u os6b z ge-
notypem CYP1Al*1/*1 [79]. Inne doniesienia przemawiaja
z kolei za brakiem zalezno$ci pomiedzy polimorfizmem w
obrebie CYP1A1 a catkowitg ilos¢ adduktow DNA w tkance
piersi [80]. Podobne wyniki uzyskano dla genéw: CYP1A2,
GSTT1, GSTM1iNQO1 (NAD(P)H oksydoreduktazy chino-
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nowej). Zaohserwowano z kolei zwiekszong ilos¢ adduktow
u 0s6b z wariantem genu GSTP1*B lub GSTP1*C w porow-
naniu z homozygotami typu dzikiego, GSTP1*A/*A [80].

W analizie zawartosci adduktéw PhIP-DNA w leukocy-
tach chorych na nowotwory okreznicy pacjentéw, stwier-
dzono, ze poziom adduktéw byt niezalezny od polimor-
fizmu w obrebie gendw NAT1, NAT2, SULT1Al, GSTM1
i GSTAI. Stwierdzono natomiast znaczaco podwyzszong
ilos¢ adduktéw w grupie miodych os6b posiadajgcych dwa
zmutowane allele genu GSTAI w poréwnaniu z heterozy-
gotami bagdz homozygotami typu dzikiego [81].

Wptyw polimorfizmu gendéw na metabolizm HCA ob-
serwuje sie rowniez poprzez badanie poziomu poszczeg6l-
nych metabolitow HCA wydalanych w moczu. U o0séb z
wysokim poziomem aktywnos$ci CYP1A2 ilo$¢ wydalanego
niezmodyfikowanego MelQx byta nizsza, co moze wska-
zywac na to, ze u tych oséb wieksza ilos¢ MelQx ulegta
przeksztatceniu do genotoksycznych pochodnych [82]. W
tej samej analizie nie stwierdzono z kolei zwigzku pomie-
dzy aktywnoscig NAT2 a poziomem wydalanego MelQx w
moczu [82], Inne doniesienia potwierdzajg nizszg zawarto$¢
wydalanego niezmetabolizowanego MelQx u 0s6b z wyso-
ka aktywnoscig CYP1A2. Jednocze$nie mozna zauwazyc,
ze w przypadku PhIP taka odwrotna zalezno$¢ pomiedzy
aktywnos$cig CYP1A2 a iloscia HCA wydalanych w posta-
ci niezmetabolizowanej nie ma miejsca [83]. Swiadczy¢ to
moze o tym, ze metabolizm MelQx u ludzi jest silniej zalez-
ny od aktywnos$ci CYP1A2 niz w przypadku metabolizmu
PhIP [83],

Jak wida¢, dotychczasowe wyniki badan dotyczgce wpty-
wu polimorfizmu genéw na metabolizm HCA, szczegdlnie
tych przeprowadzonych na ludziach, sa niejednoznaczne,
a takze czesto nie potwierdzajg one wynikéw uzyskanych
z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych. Mozna zatem
stwierdzi¢, ze polimorfizm genéw metabolizujgcych HCA
nie ttumaczy obserwowanych miedzyosobniczych réznic
w profilu metabolizmu HCA, co wskazywa¢ moze na to,
ze czynniki zewnetrzne, takie jak palenie papierosow czy
ilos¢ spozywanych warzyw i owocéw mogag mie¢ wiekszy
wptyw niz czynniki genetyczne na zr6znicowane w obrebie
populacji ryzyko zwigzane z ekspozycjg na HCA.

PODSUMOWANIE

Sktadniki diety stanowig jedng z najwazniejszych przy-
czyn zapadania na choroby nowotworowe. Spozywanie
miesa poddanego silnej obrobce termicznej, podczas ktorej
powstajg heterocykliczne aminy aromatyczne (HCA), zna-
czgco zwieksza ryzyko wystgpienia nowotworéw uktadu
pokarmowego, piersi czy prostaty. W zwigzku z tym za-
proponowano, ze HCA odgrywajg niezwykle istotng role
w etiologii tych nowotwordéw. Wedtug IARC (International
Agency for Research on Cancer, klasyfikacja z 1997 roku)
HCA nalezg do klasy 2A lub 2B, czyli sg sklasyfikowane
jako zwigzki prawdopodobnie lub mozliwie kancerogen-
ne dla ludzi. HCA sa w organizmie metabolizowane przez
enzymy metabolizmu ksenobiotykdw (XME, ang. xenobiotic
metabolism enzymes), co moze prowadzi¢ do ich aktywacji
lub tez detoksykacji. Zaréwno liczne badania epidemio-
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logiczne, jak i wyniki badan na zwierzetach dostarczaja
dowoddw na kancerogenne dziatanie HCA. Jednakze oce-
niajagc potencjalne ryzyko zwiagzane ze spozywaniem HCA
wsérod ludzi na podstawie wynikow badan na zwierzetach
laboratoryjnych, nalezy wzig¢ pod uwage istotne réznice
miedzygatunkowe w profilu metabolizmu HCA. Ogrom-
ny wptyw na potencjat kancerogenny HCA majg rowniez
czynniki takie jak indywidualne preferencje zywieniowe
(zwigzane gtéwnie ze spozywaniem zwigzkéw o dziata-
niu przeciwnowotworowym, takich jak np. sktadniki wie-

lu

warzyw i owocdw) oraz réznice w metabolizmie HCA

u poszczego6lnych oséb wynikajace z polimorfizmu genow
metabolizmu ksenobiotykéw.
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ABSTRACT

It is estimated that diet contributes to as much as one-third of cancer incidents. Heterocyclic aromatic amines (HCAs) are well-known mutagens/carci-
nogens found in thermal-processed meat and fish. HCAs require metabolic activation to exert their carcinogenic potential. First step in HCAs activation
— the generation of N-hydroxy-HCA derivatives — is catalyzed by cytochrome P450, mainly isoenzyme CYP1A2. Further activation is carried out by
/V-acetyltransferases and sulfotransferases, which catalyze estérification of N-hydroxy-HCAs. The products of these reactions are highly genotoxic,
capable of direct interaction with DNA by adduct formation. HCA-DNA adducts may cause errors in DNA replication and the generation of mutations,
which, when not repaired, may contribute to cancer development. On the other hand, among enzymes involved in HCAs detoxication, UDP-glucuro-
nosyltransferases and glutathione S-transferases can be mentioned. Balance between activation and detoxication processes of HCAs, together with
genetically determined differences in HCA metabolism are crucial for the assessment of HCA-dependent cancer risk among individuals.
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Spor o zrédta mocy katalitycznej enzymow

STRESZCZENIE

Zrodto niezwyklej mocy katalitycznej enzymow jest nadal przedmiotem kon-
trowersji. Eksperymentalne udokumentowanie zdolnosci enzyméw do uzycia
naturalnych ruchéw dynamicznych ich poszczegélnych elementéw struktural-
nych w procesie katalitycznym nie zamkneto problemu pochodzenia energii
koniecznej do wykonania pracy katalitycznej. Wydaje sie zatem, ze rozwigza-
nie tego zagadnienia nastapi dopiero po takim zwiekszeniu mocy komputeréw,
kiedy mozliwa bedzie symulacja ab initio catej, olbrzymiej czasteczki biatka lub
kwasu rybonukleinowego, zaangazowanej w proces katalityczny.

WPROWADZENIE

Burzliwy rozwoj technik biologii molekularnej a szczeg6lnie sposobéw kie-
rowanej mutagenezy oraz postep w krystalograficznych badaniach tréjwymia-
rowej struktury wielkich czasteczek, wzbudzity pod koniec ubiegtego wieku
oczekiwania na szybkie rozwigzanie tajemnicy niezwyktych zdolnosci katali-
tycznych enzymdw. Jednak pomimo rozpoznania wielu mechanizmoéw katali-
tycznych, dla zadnego z enzyméw nie udato sie dotad przedstawi¢ komplet-
nego, ilosciowego wyjasnienia osigganych przyspieszen. Prawdopodobnie ten
wtasnie fakt sprawia, ze nadal jesteSmy swiadkami zar6wno ponawiania préb
»kwantyfikacji" znanych wczesniej teorii [1], ponownego sprawdzania odrzuco-
nych hipotez [2,3], prob upowszechnienia bardziej logicznej nomenklatury [4],
jak i prob adoptowania nowszych teorii i metod do badan katalizy enzymatycz-
nej [5-8], W tatach dziewiecdziesigtych redakcja Journal of Biological Chemistry
[9] a kilka lat pdZniej European Journal of Biochemistry (obecnie FEBS Journal) [10]
oraz Krélewskie Towarzystwo Naukowe [11] zorganizowaty specjalne dyskusje
dotyczace tego problemu z publikacjg serii artykutdw przeglagdowych, bedacych
bezposrednia konfrontacja r6znych poglagdéw na mechanizmy katalityczne en-
zymow oraz na ich zrodta. Niniejszy przeglad, bedacy skondensowang relacja
z tych trzech waznych dla enzymologii wydarzen, zawiera réwniez krétka pre-
zentacje najwazniejszych narzedzi teoretycznych oraz probe podsumowania ak-
tualnego stanu wiedzy na ten temat.

NAJWAZNIEJSZE NARZEDZIA TEORETYCZNE
BEDACE PODSTAWA DYSKUSJI

JEDNOWYMIAROWY PROFIL ENERGETYCZNY
| TEORIA STANU PRZEJSCIOWEGO

Zaproponowany przez Polanyi'a [12] diagram zmian poziomu energetyczne-
go reagentéw, liczy juz sobie prawie 90 lat i po rozwinieciu teorii stanu przej-
$ciowego [13] oraz po jej uzupetnieniu o postulat Hammonda i teorie Marcusa,
jest powszechnie uzywanym narzedziem zaré6wno w dydaktyce jak i w praktyce
badawczej. Diagram Polanyi'a-Eyringa jest wtasciwie przekrojem przez bariere
energetyczng rozdzielajaca studnie potencjatu substratu i produktu w reakcjach
chemicznych. Postulat Hammonda [14] dotyczy zaleznosci pomiedzy strukturg
stanu przejsciowego a potozeniem i wysokoscia tej bariery energetycznej, nato-
miast teoria Marcusa [15] opisuje wielko$¢ i ksztatt tej bariery dla reakcji przeno-
szenia elektronéw oraz wptyw solwentu na takg reakcje. Diagram Polanyi'a-Ey-
ringa w odniesieniu do reakcji enzymatycznych jest oczywiscie bardziej ztozony
niz diagramy zwyktych reakcji chemicznych (Ryc. 1).

Sama teoria stanu przejsciowego (ang. transition state theory) jest oparta o dwa

podstawowe zatozenia, z ktérych jedno dotyczy istnienia dynamicznej prze-
szkody w reakcjach chemicznych a drugie odnosi sie do stosowalnosci prawa
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dziatania mas w pierwszym etapie pokonywania tej prze-
szkody. Teorie mozna ilustrowa¢ powszechnie znanym em-
pirycznym wzorem Arrheniusa:

k = A exp(AE*/KB) (wzor 1),

w ktérym symbol k oznacza stata predkosci reakcji, E* jest
energig aktywacji, natomiast wyraz przedwykitadniczy (A)
obejmuje predkos$¢ absolutng Polanyi'a-Eyringa oraz szereg
innych czynnikéw takich jak: tunelowanie [16], efekt tar-
cia [17], wspdbiczynnik powrotnego przekraczania bariery
i wspotczynnik fazowego odchylenia od zréwnowazonej
dystrybucji Bolzmana [7], Jednak dla celéw obliczeniowych,
zwtaszcza w enzymologii, uzywane sg jego bardziej rozbu-
dowane wersje, jak np. ta prezentowana przez Warshela
[18]:

k=~ (N) =/A™) exp[_ (wzor )"

W powyzszym wzorze mamy wyrazne rozdzielenie wy-
razen dotyczacych efektow dynamicznych od probabili-
stycznych. Wspdtczynnik transmisji («) obejmuje wszystkie
elementy dynamiczne, podczas gdy symbol Ag* — ozna-
czajacy energie swobodng aktywacji, zawiera wszystkie
elementy probabilistyczne. Pozostate symbole oznaczajg
odpowiednio: k — statg predkosci reakcji, (I*1) — $rednig
wielkos$ci absolutnej predkosci wzdtuz wspotrzednej reak-
cji w stanie przejsciowym, kB— statg Bolzmana, T —tem-
perature absolutng. Zastosowanie takiego wzoru pozwala
uniknaé nieporozumien semantycznych w trwajacej dysku-
sji nad zakresem stosowalnos$ci teorii stanu przejsciowego
Eyringa-Polanyi'a [11,18],

Profil energetyczny enzymatycznego cyklu katalityczne-
go wraz z niektérymi podstawowymi definicjami teorii Ki-

---------------------------------- ES#
] 1 T
: e
IAg# - Fall )
s AR
: I, SR
: 7N i \
Ll e p 10 cat '\
E*‘SE / \ / . \
G bt \ / ! \
€AGh,  NES U ... 1 oy
\
\EP,
wspoirzedna przebiegu reakcji

Rycina 1. Schemat profilu energetycznego poczatkowych fragmentéw prostego
enzymatycznego cyklu katalitycznego. Symbole E, S, ES, ES*, EP oznaczaja od-
powiednio: wolny enzym, wolny substrat, kompleks enzymu z substratem w
stanie podstawowym, kompleks enzymu z reagentem w stanie przejSciowym,
kompleks enzymu z produktem. Wyrazenia AGb, Agk Ag* oznaczaja odpo-
wiednio: energie swobodng Gibbsa etapu wigzania substratu przez enzym {AGb
&RT In Kni, energie swobodng aktywacji kompleksu ES, czyli etapu ,,przeciaga-
nia" substratu przez stan przejsciowy {Ag*ket = -RT In kika/ A), energie swobodng
netto aktywacji substratu w danej reakcji enzymatycznej {Ag* = Ag*lat + AGh =
-RT In (k)eat/ A Km} gdzie A oznacza caly przedwyktadniczy wyraz we wzorze
Arrheniusa. Wzory definiujace poszczeg6lne wielkos$ci profilu podano za War-
shelem [1],
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netyki enzymatycznej staty sie przedmiotem waznej dysku-
sji podczas analizy skutkéw mutacji centrum katalitycznego
enzymow [19]. Niektore wnioski i propozycje zmian wyni-
kte z tej dyskusji podano w rozdziale ,,Stanowiska poszcze-
gélnych grup badawczych", szczegblnie w podrozdziatach
poswieconych publikacjom Herschlaga i Northropa.

~WIELOWYMIAROWE" DIAGRAMY
ENERGETYCZNE REAKCII ENZYMATYCZNEJ

Reakcje biegngce z utworzeniem co najmniej dwdch
wigzan kowalencyjnych moga by¢ przedstawiane przy
uzyciu dwdch alternatywnych profiléw jednowymiaro-
wych, stanowigcych krawedzie dwuwymiarowej mapy
powierzchni potencjatu [20]. Modele tego typu pozwalajg
odpowiedzie¢ na pytanie czy poszczegdlne zdarzenia w
przebiegu reakcji sg synchroniczne (ang. concerted), czy
nastepuja etapami (ang. stepwise). Reakcja enzymatycz-
na biegnie jednak w $rodowisku o niezwyklym stopniu
skomplikowania i duza ilo$¢ elementow strukturalnych
olbrzymiej czasteczki biatka (lub RNA) ma swoj udziat w
procesie katalitycznym. Zatem rzeczywista wspotrzedna
reakcji enzymatycznych ma charakter wielowymiarowy
i fakt ten powinien by¢ w jaki$ sposéb brany pod uwage
podczas analizy ich mechanizmu. Liczba ,,pod-stanéw"
energetycznych w czasteczce biatka wynosi 3N, gdzie N
oznacza liczbe atomow w danym biatku. Z tego wynika,
ze wszelkie procesy zachodzgce w takiej czgsteczce nale-
zy rozpatrywac¢ w przestrzeni o 3N wspoétrzednych. Ten
skomplikowany pejzaz energetyczny (ang. energy land-
scape) ma strukture hierarchiczna, ktérg Frauenfelder [21]
okres$la w skrécie jako: ,,studzienki w studniach, w stud-
niach". Graficzne schematy przedstawiania takich proce-
sow sg z koniecznosci jedynie rzutami jedno lub dwu wy-
miarowymi uérednionych danych, dla jednej lub dwéch
wspoOtrzednych reakcji.

Inng proba uwzglednienia wielowymiarowego charak-
teru reakcji enzymatycznych jest sposéb rozwazan zapre-
zentowany w artykule Cannona, Singletona i Benkovica
[6], W miejsce profilow potencjatu termodynamicznego
Gibbsa autorzy proponujg stosowanie diagraméw pra-
cy (W) wymaganej dla przejscia od wolnego substratu
do substratu w stanie wzbudzenia, w relacji do wartosci
usrednionej sity (F) dziatajgcej wzdtuz drogi wspdtrzed-
nej reakcji (r). Wyznacznikami tej wspétrzednej sg takie
jej punkty, przy ktérych F(r) =0, czyli przy nieskonczenie
odlegtym substracie (E + S), po zamknieciu substratu z
enzymem wewnatrz wspéinej ostonki solwatacyjnej (E,S)
@g po utworzeniu kompleksu w stanie podstawowym
(ES), i po jego wzbudzeniu do stanu przejSciowego (ES*).
Autorzy spodziewajg sie, ze zmiany parametrow daja-
cych sie zaobserwowac przy uzyciu analizy krystalogra-
ficznej, NMR, r6znych technik spektroskopowych i sy-
mulacji komputerowych, moga w sprzyjajacych okolicz-
nosciach mie¢ proste przetozenie na ,,ruch” komplekséw
ES wzdtuz takiej wspodtrzednej. Uzycie tego warsztatu
teoretycznego w potgczeniu z wymienionymi technika-
mi stwarzatoby przede wszystkim szanse oszacowania
ewentualnego udziatu fluktuacji dynamicznych czgstecz-
ki biatka w enzymatycznym procesie katalitycznym.
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POROWNAWCZY CYKL TERMODYNAMICZNY

Koncepcja ,,cyklu termodynamicznego” w analizie pro-
cesOw katalitycznych zostata zainicjowana przez Kurza [22]
a potem rozwinieta przez Lienharda [23] i Wolfendena [24].
Polega ona na zestawieniu alternatywnych drég powstawa-
nia stanu przejsciowego w uktadzie ztozonym z roztworu
reagentow i katalizatora (Ryc. 2). W reakcjach enzymatycz-
nych jedna z drég stanowia dwa poczatkowe etapy proste-
go enzymatycznego cyklu katalitycznego; natomiast drugi

szlak polega na
przeksztatceniu
kw swobodnego
E+S et B S ¥ substratu )
do jego stanu
przejsciowego
(SA bez udziatu
enzymu. Z ry-
ciny 2 wynika,
ze produkt tego
Kkat etapu moze by¢
— ES¥ nastepnie  wy-
chwytywany
przez enzym i
podobnie jak
w  pierwszym
szlaku, powstaje
kompleks zawierajgcy substrat w stanie przejsciowym (ESA.
Tadruga reakcja jest drogg raczej wirtualng niz rzeczywista,
bowiem w roztworze stezenie czgsteczek bedgcych w stanie
przejSciowym jest tak mate, ze kataliza polegajaca na ,,wy-
tawianiu" S* z mieszaniny jest w praktyce niezauwazalna.
Jednak dzieki umieszczeniu tej drogi w schemacie, mozemy
konstruowac hipotetyczny proces termodynamiczny o cha-
rakterze cyklicznym. To z kolei pozwala poréwnac proces
tworzenia stanu przejSciowego w roztworze z tym samym
procesem w miejscu katalitycznym enzymu.

Kes Kest

ES

<&
<

Rycina 2. Schemat poréwnawczego cyklu termody-
namicznego dla reakcji katalizowanych przez enzy-
my.

Enzymatyczna cze$¢ tak skonstruowanego cyklu ter-
modynamicznego polega zatem na wigzaniu przez enzym
podstawowego stanu reagentu (S), a nastepnie przeksztat-
ceniu go w stan przejsciowy (SA w kompleksie (ES). Jezeli
zatlozymy, ze stan przejSciowy substratu w stanie wolnym
jest podobny do wystepujgcego w kompleksie z enzymem,
to pojawienie sie jakiegokolwiek efektu katalitycznego pod
wplywem enzymu, oznacza istnienie nierdwnosci klkat>kw
w schemacie cyklu przedstawionego na rycinie 2. W sche-
macie tym symbole kkati kw oznaczajg odpowiednio stalg
szybkosci reakcji zachodzacej w centrum aktywnym enzy-
mu, oraz w roztworze wodnym; natomiast symbole K* i
KB*oznaczajg wielkosci statych asocjacji enzymu z substra-
tem w stanie podstawowym oraz z jego formg wzbudzo-
ng. Poniewaz termodynamika przejscia od E + S do ES*jest
niezalezna od wybranej drogi, wielkosci kwKH oraz kkakKE
sg sobie réwne. Zatem nierownos$é klka>kw, reprezentujaca
istote zjawiska katalizy, moze mie¢ miejsce jedynie wtedy,
gdy Kes*>Kes. Z tego wynika, ze wieksze powinowactwo
enzymu do stanu przejsciowego niz do stanu podstawo-
wego substratu jest czynnikiem decydujgcym o wiekszej
szybkos$ci tworzenia stanu przejsciowego w kompleksie ES,
niz w roztworze wodnym swobodnego substratu. Zatem
specyficznos$¢ funkcjonalna enzyméw - jedna z cech odréz-
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niajgcych katalize enzymatyczng od innych mechanizmow
katalitycznych - jest tu warunkiem sine qua non zaistnienia
procesu katalitycznego.

Skoro enzym, wigzac stan podstawowy reagentu jest do
niego niezbyt doktadnie dopasowany, to w konsekwen-
cji ,wymusza" jego przejécie w stan przejsciowy, gdyz do
takiego witasnie stanu jest strukturalnie dopasowany najle-
piej. Pierwszg préba sprecyzowania tego ,,wymuszenia" byt
zaproponowany przez Haldena, powszechnie znany model
reki i rekawiczki [25]. Nieco blizej okreslit to Pauling [26]
proponujac termin ,naprezenie” (ang: strain), ktére ma uta-
twi¢ pokonanie progu energii aktywacji dla reagentow be-
dacych w kontakcie z enzymem, a w konsekwencji dopro-
wadzi¢ do przemiany substratu w produkt. Nawigzujac do
zdolnoSci czarodziejki z Odysei Homera, Jencks [27] okre-
$lit to zjawisko jako ,.efekt Circe", a jego istotg jest zdolnosé
enzymu nie tylko do specyficznego wigzania substratu lecz
rowniez do jego destabilizacji. Aby cykl termodynamiczny
spetnial warunek przystawalnosci (ang. congruency) [28],
powinnismy zatozy¢ taka sama warto$¢ wspoétczynnika
transmisji («) dla obydwu drdg przebiegu reakcji. Problem
zasadno$ci takiego zatozenia byt i jest nadal przedmiotem
kontrowersji.

TEORIA DYNAMIKI WIELKICH CZASTECZEK

Fizycy zaangazowani w badania dynamiki czasteczek
biologicznych sg przekonani ze dla ich biologicznej funk-
cji istotna jest nie tylko struktura, lecz takze ich dynamika
[7,29-31]. DosSwiadczenia prowadzone przy uzyciu takich
metod fizycznych jak spektroskopia Mossbauera, rozpra-
szanie neutrondw, echo fotonowe iinne, sugeruja, ze biatka
w roztworze nie sg sztywnymi, izolowanymi systemami,
lecz gietkimi strukturami, ktérych ruchy dynamiczne sg
sprzezone z dynamikag swobodnego solwentu oraz z dyna-
mika jego czasteczek zwigzanych w ostonce solwatacyjnej.
Wiekszo$¢ podstawowego materiatlu doswiadczalnego do-
tyczaca tej tematyki pochodzi z badan nad mioglobing (Mb)
ktora, ze wzgledu na stosunkowo prostg strukture, jest od
dawna poligonem dla doswiadczen sprawdzajgcych przy-
datno$¢ nowych fizycznych technik analitycznych w na-
ukach biologicznych [29], Struktura i funkcja tej czgsteczki
jest bardziej ztozona niz dotad sagdzono. Przede wszystkim
oprécz znanych wczesniej zdolnos$ci wigzania i przecho-
wywania dwuatomowych czasteczek gazéw (09 NO, CO),
biatko to okazato sie enzymem katalizujgcym przemiane NO
—»N03“. Pomimo monomerycznej struktury, Mb jest biat-
kiem allosterycznym, wystepujacym w co najmniej trzech
podstawowych postaciach petnigcych odmienne funkcje.
PrzejScia pomiedzy tymi postaciami, ruchy relaksacyjne
obserwowane po zastosowaniu podwyzszonego cisnienia,
fluktuacje badane technika spektralnego wypalania (ang:
hole burning), oraz ucieczka czgsteczek CO z wnetrza Mb
do solwentu, wykazujg znaczne podobienstwo do ruchdw
»toczenia" czasteczek wody w otaczajgcym solwencie. To
podobienstwo sktonito autoréw do postulowania istnienia
sprzezen pomiedzy ruchami fluktuacyjnymi swobodnego
solwentu a ruchami elementéw strukturalnych wewnatrz
czasteczki biatka enzymatycznego. Zatem wymienione wy-
zej ruchy mozna okresli¢ jako tzw. ruchy zniewolone [30],
Zniewolenie nieco innego typu dotyczy réwniez ruchéw
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wspéirzedna przebiegu reakciji

Rycina 3. Uproszczony schemat ideowy kwantowo-mechanicznego efektu tu-
nelowania w reakcji chemicznej: Czastka A, reprezentowana przez krotsza fale
opuszcza studnie potencjatu substratu jedynie po przekroczeniu bariery w spo-
s6b klasyczny —po uzyskaniu odpowiedniej energii, natomiast czastka B, dzieki
wiekszej dtugosci fali (A), moze ,,przenikng¢" bezposrednio do sasiedniej studni
potencjatu.

reszt aminokwasowych, zezwalajgcych na transport ligan-
du wewnatrz czasteczki biatka. Ruchy te wykazujg analo-
gie do drgan czasteczek solwentu zwigzanego w otoczce
solwatacyjnej. Natomiast szybkie fluktuacje obserwowane
technika echa wibracyjnego oraz inne tzw. ruchy szybkie,
sg niezalezne od dynamiki czgsteczek solwentu.

KWANTOWO-MECHANICZNY EFEKT TUNELOWANIA

Efekt tunelowania w reakcjach chemicznych jest wyni-
kiem dualizmu korpuskularno-falowego [32], Zjawisko to
jest znane niemal od narodzin mechaniki kwantowej i pole-
ga na paradoksalnej dla fizyki klasycznej, mozliwosci bez-
posredniego ,przenikania” czastek przez bariere potencjatu
(Ryc. 3). Fizyka kwantowa dopuszcza takg mozliwo$¢ na
podstawie analizy funkcji falowej opisanej przez réwnanie
Schrédingera. Mozliwo$¢ wystapienia tego efektu wynika
rowniez z zasady nieoznaczonos$ci Heisenberga. W chemii
zjawisko tunelowania jest znane w reakcjach przeniesienia
bardzo matych czastek, cho¢ Zuew i inni [33] przedstawi-
li dowody na gigantyczne przyspieszenie reakcji w ktorej
efekt tunelowy dotyczy atomu wegla. W reakcjach enzyma-
tycznych obserwowano je gtéwnie wtedy, gdy reakcja prze-
biegata z przeniesieniem elektronu, protonu, jonu wodor-
kowego lub atomu wodoru [31,32]. Warunek niewielkich
rozmiarow uczestnika efektu tunelowania wynika ze wzoru
deBroglie'a, wskazujgcego zalezno$¢ miedzy dtugoscia fali
amasg (A=h/"2mE). Ze wzoru wynika, ze im mniejsza masa
czastki (m) tym dtuzsza fala (A). Tymczasem podstawowym
warunkiem zaistnienia efektu tunelowego jest wtasnie dtu-
gosc¢ fali przekraczajaca szerokos¢ bariery energii aktywaciji.
Zatem szeroko$¢ i ksztatt bariery energii aktywacji decyduja
0 tym, czy dany element jest przenoszony ponad barierg,
czy tez mozliwe jest jego bezposrednie przenikniecie do sa-
siedniej studni potencjatu (Ryc.3).

KOMPUTEROWE SYMULACJE STRUKTURY
1FUNKCJI ENZYMOW

Symulacje komputerowe reakcji chemicznych w zasadzie
sg juz traktowane jako narzedzie raczej doSwiadczalne niz
teoretyczne. Na razie nie mozna jednak powiedzie¢ tego o
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reakcjach enzymatycznych; moc wspoétczesnych kompute-
row jest jeszcze zbyt niska aby ab initio wyliczaé wszystkie
efekty energetyczne zwigzane z funkcjonujacg czasteczka
biatka enzymatycznego [1], Dlatego ten typ modelowania
nadal narzuca dokonywanie szeregu zatozen, ktore nie ko-
niecznie i nie zawsze moga okazac sie stuszne. Zadna z wie-
lu dotychczasowych technik symulacyjnych nie jest zdatna
do objecia wszystkich skali czasowych i przestrzennych,
oraz wynikajacej z nich rdznorodnosci procesdw zacho-
dzacych w duzej czasteczce biologicznej [34], Dlatego dla
komputerowego modelowania czgsteczek biologicznych
uzywa sie kombinacji r6znych technik. Aktualnie sg w uzy-
ciu dwa najwazniejsze systemy komputerowych symulacji
reakcji enzymatycznych. Pierwszy (QM/MM) jest hybryda
metod kwantowo mechanicznych z metodami mechaniki
molekularnej [35] i daje lepsze wyniki w jako$ciowym obra-
zowaniu; natomiast drugi system (EVB), ktéry dodatkowo
uzywa empirycznych danych o energii wigzan (ang.: empi-
rical valence bond), jest lepszym narzedziem dla przyblizen
ilosciowych [36,37].

NAJWAZNIEJSZE Z OGOLNYCH TEORII
MECHANIZMU KATALIZY ENZYMATYCZNEJ

HIPOTEZA ELEKTROSTATYCZNEJ
STABILIZACJI STANU WZBUDZONEGO

Zostala przedstawiona po rozpoznaniu mechanizmu
hydrolizy wigzan glikozydowych przy udziale lizozymu
oraz innych glikozydaz [38]. Pierwotnie byta uznawana za
jeden z kilku mechanizméw katalitycznych wsp6lnie odpo-
wiedzialnych za wysokg sprawnos$¢ katalityczng enzymow,
w porownaniu do katalizatorow chemicznych. W miare
rozwoju metod biologii molekularnej i technik symulacji
komputerowych hipoteza ta byta wielokrotnie uzupetniana
az wreszcie zostata przez Warshela i jego grupe uznana za
opis zasadniczego mechanizmu wysokiej sprawnosci kata-
litycznej wiekszosci enzymow [39]. W skrocie, mechanizm
ten polega na istnieniu silnie natadowanych, odpowiednio
rozmieszczonych i odpowiednio zorientowanych ugrupo-
wan, stanowigcych miejsce katalityczne enzymu. Grupy te
biorg udziat w tworzeniu i stabilizacji zdecydowanie po-
larnego stanu wzbudzonego substratéw. Np w przypadku
lizozymu [38], ktory katalizuje reakcje hydrolizy wigzania
pi-4 glikozydowego, gtownymi grupami ,katalityczny-
mi" sg ugrupowania karboksylowe taricuchéw bocznych
reszt Glu35 oraz Asp54, z ktorych niezdysocjowany kar-
boksyl Glu35 dziata jako og6lny kwas, bedacy donorem
protonu dla atomu tlenu taczgcego jednostki cukrowe (N-
acetylomuraminian z N-acetyloglukozaming). Utworzony
w ten spos6b stan przejsciowy, zawierajagcy karbokation w
pierwszej pozycji atomu wegla, jest elektrostatycznie stabi-
lizowany przez drugg z grup katalitycznych - zdysocjowa-
ny karboksyl reszty Asp54. Podstawowy charakter elektro-
statycznego mechanizmu katalizy enzymatycznej jest nadal
potwierdzany w najnowszych publikacjach grupy Warshe-
la [40],

WIAZANIA WODOROWE O NISKIEJ BARIERZE

Ta teoria [2] w znacznym stopniu pokrywa sie z hipo-
tezg elektrostatycznej stabilizacji stanu przejsciowego. Jej
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autorzy, stwierdzajgc istnienie w miejscu katalitycznym
grupy (lub grup) o tadunku ujemnym, bedacej akceptorem
protonéw, zaktadaja odpowiednie rozmieszczenie (ang.
preorganization) wszelkich reszt zdatnych do tworzenia wig-
zan wodorowych. Jednak dodatkowo autorzy ci zaktadajg
mozliwos$¢ tworzenia tam wigzan wodorowych o znacznie
bardziej kowalencyjnym charakterze (X6eeH «1Y'5 niz zwy-
kte wigzania wodorowe (X‘ H-Y) powstajace w roztworze
wodnym. Wiasnie takie mocne wigzania wodorowe hiorg
udziat w stabilizacji polarnego stanu wzbudzonego; na-
tomiast przyczyng zwiekszenia ich mocy oraz przyczyng
nadania im charakteru kowalencyjnego jest niska polarnosé
$rodowiska wnetrza centrum aktywnego enzymow.

HIPOTEZA DESOLWATACII

Ten typ katalizy jest znany takze z niektérych proceséw
typowo chemicznych [41]. W pewnym sensie ta teoria jest
przeciwstawna dwém poprzednio omoéwionym: Oparta o
dane wskazujgce na gtownie hydrofobowy charakter reszt
wyscielajacych kieszen centrum aktywnego enzymow, za-
ktada cofanie polaryzacji reaktywnych elementéw substra-
tow podczas ich przejscia ze stanu podstawowego w stan
przejsciowy. Innymi stowy, destabilizacja stanu podsta-
wowego jest spowodowana przeniesieniem substratow ze
Srodowiska o wysokiej statej dielektrycznej do srodowiska
przypominajgcego faze gazowg [42],

ENTROPOWE EFEKTY ZBLIZENIA, ORIENTACII
| STEROWANIA ORBITALAMI

Znane od dawna zjawisko ufatwionej reakcji sgsiadujg-
cych grup stato sie zaczatkiem najpopularniejszej hipotezy
mechanizmu katalizy enzymatycznej [43]. Zmniejszenie dy-
stansu miedzy nukleofilem a elektrofilem przez ich zwig-
zanie w jednej czasteczce, znacznie przyspiesza reakcje.
Zatem to samo moze wystapi¢ wewngatrz centrum aktyw-
nego enzymow. Bruice nazwat to zjawisko efektem zblize-
nia (ang. proximity) lub bliskosci (ang. propinquity). Bruice i
Pandit [43,44] wyznaczyli sprawnos¢ nukleofilowej katalizy
reakcji hydrolizy estréw przez wewnatrzczasteczkowe gru-
py karboksylowe, dla ktorych reakcjg odniesienia byta hy-
droliza IM estru bromofenylowego kwasu octowego przez
wolny IM kwas octowy. Zwigzkiem posrednim tych reakcji
jest bezwodnik dikarboksylowy. Poréwnanie kinetyki syn-
tezy szeregu monoestrowych potgczed rdznych kwaséw
dikarboksylowych z kinetykg analogicznych reakcji mie-
dzyczasteczkowych, stato sie podstawowym modelem do
badan efektu zblizenia oraz efektu orientacji w procesach
katalitycznych. Podana przez Pandita i Bruice'a tabela efek-
tywnych stezeh substratow tych reakcji [44] jest cytowana
w wielu opracowaniach i podrecznikach w dyskusji nad
efektami entropowymi w katalizie. Okazato sie, ze przy-
spieszenia reakcji w systemach wewnatrz-czasteczkowych,
szacowane jako roznice tzw. efektywnych stezen substra-
téw, osiggaty az osiem rzedéw wielko$ci w poréwnaniu z
odpowiednig reakcja miedzyczasteczkowg. Wspomniani
autorzy doszli do wniosku, ze olbrzymie przyspieszenia re-
akcji wewnatrz-czasteczkowych, a wiec i enzymatycznych,
osiggane sg dzieki nastepujacym czynnikom: wigzaniu re-
agujacych elementéw w konformacji przypominajacej stan
przejSciowy (ang. near attack conformation); utracie entropii
ruchow translacyjnych wskutek zblizenia reagujacych ele-
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mentow; utracie entropii ruchow rotacyjnych po wstepnym,
wiasciwym zorientowaniu substratow, np. po utracie jedne-
go ze swobodnie rotujgcych wigzan albo po usztywnieniu
jednego z ,rotamerow". Jencks oraz Page [45,46], ktérzy
uzyli modeli chemicznych Bruice'a do obliczenia entropo-
wych efektéw energetycznych w centrum aktywnym en-
zymow, wrecz uznali sprawe olbrzymich enzymatycznych
przyspieszen katalitycznych za rozwigzang i zaapelowali
0 zaniechanie prac nad nowymi teoriami w tej dziedzinie.
Odmiang entropowego efektu orientacji jest teoria dotyczg-
catzw. sterowania orbitalami [3]. Autorzy tej teorii zaktada-
ja Scistg zaleznos$¢ poziomu energii stanu przejsciowego od
kata zderzenia reagujgcych substratow.

KATALIZA PRZEZ WYKORZYSTANIE
EFEKTOW DYNAMICZNYCH

Jak wczesniej wspomniano, szereg danych doswiadczal-
nych wykazuje, ze pewna grupa ruchéw dynamicznych
wielkiej czasteczki jest zdominowana przez fluktuacje mo-
mentu dipolowego solwentu. Zatem obdarzone tadunkiem
grupy wewnatrz czasteczki biatka, oraz jej ostonka solwa-
tacyjna, sg elementami sprzegajgcymi dynamike struktural-
nych elementdw wielkiej czasteczki z otaczajagcym $rodo-
wiskiem. W ten sposéb dynamiczne ruchy solwentu moga
kontrolowac¢ szerokg game proceséw w biatku, poczgwszy
od zmian konformacyjnych az po przemieszczanie ligandu
w procesie katalizy [29],

Juz w latach siedemdziesigtych sugerowano [47,48] ze en-
zymy moga indukowaé pewne specyficzne typy fluktuaciji,
tak obnizajace wspdétczynnik transmisji («), Ze ma on inne
warto$ci niz reakcje w roztworze. Tym samym zasugerowa-
no niezgodnos$¢ enzymatycznej katalizy z teorig predkosci
absolutnej Eyringa-Polanyi'a. Aktualnie szereg pracowni
publikuje dane potwierdzajace takg mozliwos¢ [11], Jesli
na podstawie tych danych mozna rzeczywiscie sugerowac
wystepowanie istotnej rdznicy wielkosci wspotczynnika
transmisji pomiedzy reakcjg w roztworze a tg sama reak-
cja w centrum aktywnym enzymu, wtedy katalityczny cykl
termodynamiczny —jedno z podstawowych narzedzi en-
zymologii —staje sie nieprzystawalny i traci swoj logiczny
sens.

KATALIZA PRZEZ JADROWY EFEKT TUNELOWANIA

Pionierskie publikacje z pracowni Klinman [49] udoku-
mentowatly mozliwo$¢ wykorzystania jadrowego, kwanto-
wo-mechanicznego efektu tunelowania przez biatka enzy-
matyczne. Efekt ten jest rGwniez zwigzany z dynamika re-
agujacych czasteczek, a w przypadku enzymdw, z dynami-
kg ich elementéw strukturalnych bedgcych w kompleksie z
reagentem. Sprezysto$¢ struktury enzymu zapewnia moz-
liwos¢ przeniesienia termalnych wibracji $rodowiskowych
na grupy kontaktowe centrum aktywnego [31]. Wibracje
takie moga doprowadzi¢ do zmian zar6wno szerokosci jak
1 wysokos$ci bariery energetycznej katalizowanej reakcji.
Mamy wtedy do czynienia z cyklicznym ,,bramkowaniem™
mozliwosci pokonania bariery zar6wno na drodze jej prze-
kraczania jak i na drodze kwantowo-mechanicznego efektu
tunelowego [50]. Sgdzono do niedawna, ze jedynie dtugo-
dystansowe ruchy elementéw strukturalnych czasteczki
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biatka umozliwiajg wspomaganie efektow katalitycznych;
tymczasem w 2006 roku opublikowano dobrze udokumen-
towang prace [51] w ktdrej stwierdzono wptyw lokalnych
oscylacji o krotkim zasiegu na proces tunelowania protonu.

STANOWISKA POSZCZEGOLNYCH
GRUP BADAWCZYCH

Duza liczba informacji uzyskiwanych w latach osiem-
dziesigtych i dziewiecdziesigtych dzieki uzyciu kierowanej
mutacji w centrach aktywnych enzymdéw, nie doprowadzi-
ta niestety do postepu w zrozumieniu istoty mechanizmu
enzymatycznej katalizy. Przeciwnie, doszto nawet do jesz-
cze wiekszego zrdznicowania pogladdéw na ten problem,
oraz do sporow dotyczacych logicznej analizy profilow
energetycznych reakcji po zmianie struktury centrum ak-
tywnego. Schowen [19] zaprezentowat stanowisko, ktdre
sam prowokacyjnie okreslit jako ,fundamentalistyczne",
catkowicie zaprzeczajac jakiemukolwiek udziatowi ener-
gii wigzania substratu bedacego w stanie podstawowym
(AGbs), w procesie obnizania jego energii aktywacji (Agi).
Wywotana tym wystgpieniem dyskusja z udziatem Men-
gera [52], a nastepnie Murphy'ego [53], obnazyta pewne
stabe strony powszechnie uzywanych narzedzi teoretycz-
nych, wigcznie z niektérymi podstawowymi definicjami
przyjetymi w enzymologii. To z kolei sktonito Herschlaga
do wysuniecia tezy o ,nieoznaczonosci" szczeg6towych
danych dotyczacych energetyki enzymatycznego procesu
katalitycznego [54], a Northropa do wysuniecia propozycji
zreformowania i doktadniejszej definicji podstawowych ter-
minow kinetycznych uzywanych w enzymologii [55], Pew-
ne uporzagdkowanie pogladdéw i stanowisk poszczegdlnych
grup badawczych przyniosty wspomniane wczesniej serie
artykutéw w Journal of Biological Cheminstry [9], w European
Journal ofBiochemistry [10] oraz debata zorganizowana przez
Krélewskie Towarzystwo Naukowe [11]. Ta ostatnia deba-
ta zostata praktycznie zredukowana do konfrontacji dwaéch
réznych pogladéw na ogdlny problem stosowalnosci teorii
stanu wzbudzonego w analizie mechanizmoéw katalizy en-
zymatycznej [56],

PROPOZYCJE NORTHROPA

Propozycje Northropa [55] polegaja na wprowadzeniu
fundamentalnej statej kinetycznej ktéra w braku jednolite-
rowego symbolu zostata przez niego okreslona jako V/K i
zdefiniowana nastepujgco: VfK jest statg predkosci wiasci-
wej wychwytu substratu, z powstawaniem komplekséw en-
zymatycznych przeznaczonych do wytworzenia produktu
w poOzniejszym czasie. Uzywajagc wspotczynnikéw wpro-
wadzonych przez Klinman i Matthews [57], Northrop roz-
wingt algebraiczny wzér na warto$¢ statej wychwytu (V/K),
ktory po skroceniu funkcji seryjnych przybiera nastepujaca
posta¢:

VIK = kH(f) (wzor 3)

Wielko$¢/w tym wzorze jest wyrazeniem obejmujgcym
wszystkie state predkosci ze standardowego réwnania ki-
netycznego reakcji enzymatycznej z wyjatkiem k+v Wspot-
czynnik/ jest wielkoscig bezwymiarowg i przybiera warto-
§ci od zera do jednosci. Z przedstawionego wzoru wynika,
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ze wielko$¢ V/K, tak jak definiuje ja Northrop, jest po prostu
utamkiem k+L Czyli jest utamkiem wyrazenia dotyczacego
raczej wiasnosci srodowiska niz enzymu. Utamek ten okre-
$la ta czes¢ zderzen substratu z enzymem, ktére prowadza
do powstania komplekséw, dajacych (w p6zniejszym cza-
sie) czasteczki produktu.

Uzycie pojecia ,wychwytu" utatwia wyprowadzenie
bardziej precyzyjnych definicji predkosci maksymalnej
(Vn®) oraz statej Michaelisa (Kn) [4], Proponowane definicje
upraszczajg sens rzeczywistego znaczenia terminu powino-
wactwo enzymu do substratu, zwigzanego z wielkoscig K a
nie z Km Przy tradycyjnej definicji [Km= (k-:+ k#)/k+ stata
Michaelisa moze by¢ uzywana jako miara powinowactwa
jedynie dla tej grupy enzymoéw, ktére dziatajg wedtug me-
chanizmu szybkiej rownowagi; a wiec gdy k; » kt a Km
~ k/k#~ Ks, czyli gdy definicja Kmtraci juz swag waznos¢;
co jest logicznie pokretne itrudne dydaktycznie. Natomiast
po zaakceptowaniu definicji Northropa [Km= Vm/(V/K)
= krerease/kcapqur).}, stata Michaelisa (K )i stata substratowa
(KJ stajg sie osobnymi, my$lowo tatwymi do uchwycenia
terminami. Pojecie ,statej wychwytu" utatwia réwniez
definicje terminu ,perfekcyjny enzym", oraz utatwia roz-
wiktanie niektérych problemoéw podniesionych podczas
wczesniej wspomnianej dyskusji Schowen - Menger - Mur-
phy [19,52,53], Dotyczy to przynajmniej tych punktéw spor-
nych, ktére wynikty z réznego rozumienia niektérych ter-
minow, czyli z braku precyzji w definiowaniu probleméw
kinetycznych itermodynamicznych. Propozycja Northrop'a
utatwia takze zrozumienie nietypowych zjawisk kinetycz-
nych w powtarzalnych reakcjach wydtuzania lub skracania
substratu polimerycznego po jego ,zakotwiczeniu” (ang.
docking) na enzymie lub na kompleksie wielo-enzymatycz-
nym. Klasycznym przykiadem wydtuzania zakotwiczo-
nego substratu, jest dziatanie kompleksu syntazy kwasow
thuszczowych [58] w ktorej wielko$¢ k+ staje sie mniej za-
lezna od szybkosci dyfuzji ligandéw w Srodowisku, gdyz
tutaj sa one przekazywane pomiedzy centrami aktywnymi
kompleksu. Natomiast zalezno$ci kinetyczne zwigzane ze
skracaniem zakotwiczonego substratu podczas enzyma-
tycznej depolimeryzacji homopolimerdw, dotyczg efektdw
tzw. ataku wielokrotnego. Tu mozna zauwazy¢ prosta rela-
cje pomiedzy wspoétczynnikiem (f)we wzorze Northropa [4]
a wspotczynnikiem efektywnos$ci (y) wyprowadzonym dla
mechanizmu ataku wielokrotnego [59],

TEZY HERSCHLAGA

Herschlag i wspdtpracownicy [54] w swojej analizie wy-
nikéw kierowanej mutagenezy enzymow probowali iloscio-
wo opisac trojakiego typu efekty energetyczne: udziat danej
reszty katalitycznej, udziat danej strategii katalitycznej, oraz
udziat danej reszty wigzacej substrat w centrum aktywnym.
Jednak zaden z tych sposobéw analizy nie speinit wymogu
addytywnosci energii rozpisanej na poszczeg6lne elementy
procesu katalitycznego. Autorzy sadza, ze przyczyng tego
faktu jest kooperatywny charakter funkcji biatka lub RNA.
Ta wiasnie kooperatywnos$é jest odpowiedzialna za ,nie-
oznaczono$¢" energetycznego udziatu danego elementu
strukturalnego w obnizaniu energii aktywacji. Wedtug tej
koncepcji, kierowana mutageneza daje wiec jedynie moz-
liwos¢ potwierdzenia funkcji danej reszty aminokwasowej
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w procesie katalitycznym, natomiast préby oszacowania jej
procentowego udziatu w tym procesie sa skazane na niepo-
wodzenie.

STANOWISKO KLINMAN, SCHWARTZA,
SCRUTTONA I INNYCH

Rosngca liczba publikacji kilku grup badawczych zaj-
mujacych sie dynamika biatek ijej zwigzkiem z procesami
katalitycznymi, doprowadzita do otwartego zakwestio-
nowania przydatnosci teorii Eyringa-Polanyi'a w enzy-
mologii [11,60,61], Wyniki badan efektow izotopowych w
katalizie enzymatycznej [49], szczegbtowe obrazy struk-
tur poszczegdlnych form kompleksu enzymu z ligandem
uzyskiwane dzieki analizie krystalograficznej i NMR [62],
oraz niektére wyniki komputerowych symulacji funkcji
enzymu [63] stanowig argument juz nieodwracalnie do-
kumentujagcy udziat zjawisk kwantowo-mechanicznych
w reakcjach katalizowanych enzymatycznie. Wymienieni
wczesniej autorzy sa przekonani, ze biatka enzymatyczne
maja takze zdolno$¢ sterowania tymi mechanizmami w
celu osiagniecia efektu katalitycznego. Sterowanie takie
odbywa sie dzieki spontanicznym wibracjom odpowied-
nich elementéw strukturalnych centrum aktywnego, kie-
rujacych wspdtrzedng reakcji na inne tory niz wynikato-
by to z obserwacji mapy wielowymiarowej powierzchni
potencjatu reakcji biegngcej w roztworze. Zatem problem
wspoliczesnej enzymologii polega nie na tym, czy wspo-
mniane efekty kwantowo-mechaniczne majg miejsce w en-
zymatycznym procesie katalitycznym, lecz w jakim stop-
niu przyczyniajg sie one do przyspieszenia danej reakcji,
oraz jak sg rozpowszechnione wsérod enzymow.

A
/ -

N /

Ag™ =Agg, +Ag,,

A% 49,

Rycina 4. Graficzna prezentacja koncepcji Warshela (1) elektrostatycznego pochodzenia mocy katali-
tycznej enzymow: Zaréwno reakcja biegngca w roztworze (A) jak i reakcja w centrum katalitycznym
enzymoéw (B) polega na specyficznej orientacji polarnych elementéw zaangazowanych w aktywacje
substratu. W roztworze koszty procesu pokonywania bariery energetycznej (Ag*) sktadaja sie z energii
koniecznej do prawidtowego rozmieszczenia dipoli solwentu wobec wzbudzanego substratu (Ag”)
oraz energii koniecznej do wczesniejszej destrukcji warstwy solwatacyjnej w najblizszym otoczeniu
substratu, czyli do pokonania oddziatywan pomiedzy dipolami wody w tej warstwie (Ac ). Nato-
miast w miejscu aktywnym enzymu dipole zwigzane z grupami polarnymi, wewnetrzne czasteczki
wody, oraz zjonizowane reszty aminokwasowe, zostaty czeSciowo zorientowane juz podczas fatdo-
wania czgsteczki enzymu. Zatem energia swobodna aktywacji w miejscu aktywnym enzymu jest niz-

sza o wielko$¢ Ag”. Rycine opublikowano za zgoda autora.
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STANOWISKO WARSHELA

Odkrycia Warshela zwigzane z hipotezg elektrostatycz-
nego pochodzenia mocy katalitycznej enzymdéw dotycza
dwoch elementow, po pierwsze — stwierdzit on wysoki
stopiei podobieAstwa pomiedzy wnetrzem centrum ak-
tywnego enzymdw a Srodowiskiem wytworzonym przez
otoczke solwatacyjng substratow w roztworze wodnym
[36,64]; po drugie — wyjasnit paradoks wynikajacy z tego
odkrycia, a polegajacy na tym, ze z podobienstwa reakcji w
tych dwdch srodowiskach powinnismy wnioskowaé raczej
o braku katalizy a nie o jej zaistnieniu. Warshel wyjasnia ten
paradoks pracg wykonang na enzymie podczas jego trzecio-
rzedowego fatdowania (1). Specyficzne fatdowanie dopro-
wadza do takiego rozmieszczenia tadunkow wewnatrz cza-
steczki enzymu, ze nowo powstajacy, spolaryzowany stan
wzbudzony substratu nie musi juz wykonywaé koniecznej
do jego stabilizacji repulsji dipoli wodnych w swoim naj-
blizszym otoczeniu (Ryc. 4). Grupy niosagce odpowiedni
tadunek dla tej stabilizacji sg w centrum aktywnym pre-or-
ganizowane czyli rozmieszczone w spos6b optymalny dla
utatwienia reakcji. Zatem energia konieczna dla obnizenia
bariery energetycznej katalizowanej reakcji zostata dostar-
czona enzymowi juz na etapie specyficznego ksztatltowania
jego wielkiej czasteczki (64). Warshel nie zaprzecza istnie-
niu efektu tunelowania i innych efektow dynamicznych w
reakcjach katalizowanych enzymatycznie. Podkresla jedy-
nie wystepowanie tych samych efektéw w reakcjach odnie-
sienia zachodzgcych w roztworze [65,66], co dowodzi, ze
nie moga by¢ one odpowiedzialne za katalize. A jesli nawet
biatko enzymatyczne ma pewng mozliwo$¢é ksztattowania
studni potencjatu swoich ligandow [50], to wptyw ten nie

moze by¢ znaczacy [18]. ROwniez inne me-
chanizmy katalityczne, ktére tutaj w skrécie
przedstawiono, majg wedtug Warshel'a sto-
sunkowo niewielki udziat w procesie katali-
tycznym enzymow [66],

PODSUMOWANIE

W miare wzrostu mocy komputeréw, do-
Swiadczenia symulacyjne Warshela i jego
grupy dostarczaja coraz to nowych dowodéw
na stuszno$¢ pozornie trywialnej hipotezy o
gtoéwnie elektrostatycznym charakterze od-
dziatywan stabilizujgcych stan przejsciowy
podczas katalizy enzymatycznej [64-67], Co
wiecej, dane te generalnie sugerujg zgodnos$¢
mechanizmoéw katalizy enzymatycznej z teo-
rig stanu przejsciowego Eyringa [18]. Poglad
ten stoi wiec w opozycji do bardzo atrakcyj-
nych i w zwigzku z tym modnych hipotez o
gtéwnie dynamicznym podtozu katalizy en-
zymatycznej [60-63], W lawinie nowych do-
niesien potwierdzajacych taki sposob funkcjo-
nowania enzymdéw nie mozna jednak znalez¢
dowod6w zaprzeczajacych w racjonalny spo-
s6b tezom Warshela. W pracach tych albo brak
wzmianki na ten temat, albo dyskusja z jego
stanowiskiem ogranicza sie do przywotania
argumentu o ,,zdaniu wiekszos$ci badaczy", co
W nauce jest raczej nienajlepszym sposobem
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polemizowania. Natomiast grupa Warshela konsekwentnie
wykazuje, ze wyniki doswiadczen dokumentujgce istotny
wktad dynamiki czasteczek w proces enzymatycznej kata-
lizy, lub negujace jego elektrostatyczny charakter, doSwiad-
czen wykonanych nawet z uzyciem najnowoczesniejszych
metod fizycznych, s czesto niezbyt dobrze zaprojektowa-
ne. W wiekszosci tych prac zabrakto bowiem poréwnania
z prawidtowym uktadem odniesienia jakim jest reakcja
chemiczna w ostonce solwatacyjnej [64,66] albo dokonano
niewtasciwych zatozen podczas interpretacji doswiadczen
wykonywanych przy uzyciu analogéw stanu przejSciowego
[67].

Gtowne argumenty Warshela dotyczace podobieAstwa
srodowisk reakcji w centrum aktywnym i w roztworze
moga by¢ podwazone jedynie przy zastosowaniu lepszych
technik symulacji komputerowych niz jego metoda EVB,
co na razie jest raczej mato prawdopodobne ze wzgledu
na olbrzymie doswiadczenie grupy Warshela wasnie w tej
dziedzinie. Wydaje sie, ze szansa na rozstrzygniecie spo-
ru o gtébwne mechanizmy w enzymatycznej katalizie lezy
w radykalnym zwiekszaniu mocy komputeréw do takie-
go poziomu, aby mozliwa stata sie¢ symulacja ab initio catej
funkcjonujacej czasteczki biatka. Proby takiej symulacji juz
sg dokonywane [68]. Jednak jak dotad, dzieki publikacjom
grupy Warshela, slogan Knowlesa [69]: "Nie inna, lecz lep-
sza", dotyczacy charakteru przewagi katalizy enzymatycz-
nej nad chemiczna, jest wcigz 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 acontroversial 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 will 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, will be possible.
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Stowa kluczowe: fulereny, przeciwutlenia-
cze, promieniowanie jonizujgce, witasciwosci
radioochronne, radiouczulacze, diagnostyka
obrazowa

Wykaz skrotéw: DF-1 —dendrofuleren; DPPH
—rodnik 2,2-difenylo-I-pikrytohydrazylowy;
FTIR —spektroskopia w podczerwieni z trans-
formacja Fouriera; FulAq —uwodnione agre-
gaty fulerenu CMo $rednicy 1,6-3,4 nm; GSH —
glutation; nano-C® —wodne roztwory agrega-
tow fulerenu C®o $rednicach 50-200 nm; RFT
—reaktywne formy tlenu; SOD —dysmutaza
ponadtlenkowa; TF1F —tetrahydrofuran
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STRESZCZENIE

zasteczka fulerenu, majgca ksztatt kuli lub elipsoidy, zbudowana jest z pierscieni, skta-

dajacych sie z pieciu i sze$ciu atomoéw wegla, potgczonych sprzezonymi wigzaniami n.
Obecnos¢ zdelokalizowanych elektronéw n w czasteczce powoduje, ze fulereny moga tatwo
przytacza¢ rodniki. Komarki ssakéw sa zbudowane gtéwnie z czasteczek wody, stanowig-
cej okoto 70% masy komdrki. Uszkodzenia powstajgce pod wptywem dziatania promienio-
wania jonizujacego sg wynikiem reakcji przede wszystkim rodnikowych i nierodnikowych
produktéw radiolizy wody. W warunkach tlenowych rodnikami odpowiadajgcymi za uszko-
dzenia sg: rodnik wodorotlenowy, anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru. Wol-
norodnikowy mechanizm uszkodzen radiacyjnych sugeruje, ze fulereny moga chronié¢ struk-
tury komorkowe przed uszkodzeniami wywotywanymi przez promieniowanie jonizujace.
Jednak fulereny moga by¢ takze donorem elektronéw, ktére w reakcji z tlenem czasteczko-
wym generujg anionorodniki ponadtlenkowe. Ksztatt fulerenéw pozwala na wykorzysta-
nie ich takze jako nos$nikéw atomoéw pierwiastkdw radioaktywnych stosowanych w tera-
pii i diagnostyce medycznej. O wtasciwosciach fuleren6w iich pochodnych decyduje kilka
czynnikéw, przede wszystkim, rodzaj przytagczonych grup funkcyjnych, struktura agregatow
tworzonych przez niepodstawione fulereny w roztworach wodnych oraz wtasciwosci uktadu
doswiadczalnego, w ktérym fulereny sie znajduja.

WPROWADZENIE

Czasteczka fulerenu zbudowana jest z pierscieni, sktadajacych sie z pieciu
i szeSciu atomow wegla, potagczonych sprzezonymi wigzaniami t Najtrwalszy
fuleren, zawierajacy 60 atomow wegla (C8) ma ksztatt dwudziesto$cianu Sciete-
go (20 pierscieni sze$ciocztonoych i 12 pierscieni pieciocztonowych), w ktdrym
wszystkie atomy wegla wykazujg hybrydyzacje sp2i sg chemicznie rownocenne.
W fulerenie wystepujg dwa typy wigzan: pojedyncze C5C_w pieciokatach oraz
podwojne C5Chw szesciokatach (Ryc. 1). Czasteczka C ksztattem przypomina
pitke futbolowg (Ryc. 2). Delokalizacja 30 wigzan podwdéjnych i uwspoélnienie 60
elektronéw n w catej czasteczce, nadaje jej wtasciwosci aromatyczne i zapewnia
duzg stabilno$¢ [1]. Budowa czasteczki fulerenu determinuje réwniez jej wiasci-
wosci chemiczne. Z jednej strony fulereny moga by¢ na tyle wydajnymi zmia-
taczami wolnych rodnikéw, ze nadano im nazwe ,,gabki wolnorodnikowej".
Z drugiej strony moga takze wykazywa¢ witasciwosci prooksydacyjne [1,2]. W
wyniku pochtoniecia kwantu promieniowania przez fuleren, moze nastgpi¢ jego
przejécie w diugotrwaty, trypletowy stan wzbudzenia, co prowadzi do genero-
wania wysoce reaktywnego tlenu singletowego "O,). Mozliwy jest takze inny
mechanizm, w ktérym fuleren jest donorem elektrondw i w reakcji z tlenem czga-
steczkowym generuje anionorodnik ponadtlenkowy (O,-*). Reaktywne formy
tlenu (RFT) powstajagce w wyzej
opisanych procesach przy udzia-
le fulerenéw, mogg powodowac
uszkodzenia struktur komorko-
wych, prowadzagc w efekcie do
przyspieszenia procesow starze-
nia sie i do $mierci komarki [3-5].
Dualne wtasciwosci fulerendéw,
mozliwo$¢é zar6wno zmiatania
jak i generowania RFT, moga po-
zwoli¢ na zastosowanie ich jako
czynnikéw ochronnych lub cy-
totoksycznych dla komorek. O
wiasciwosciach fulerendéw i ich
pochodnych decyduje kilka czyn-
nikéw, przede wszystkim, rodzaj
przytgczonych grup funkcyjnych,
Struktura agregatéw tworzonych
przez niepodstawione fulereny

e

X

Rycina 1. Budowa przestrzenna fulerenu CM
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Rycina 2. Schemat ilustrujgcy podobiefstwo C» do pitki futbolowej.
Zr6dto:  http://spin.fh-bielefeld.de/img/workunits/fullerene/fullerene_2.jpg
(19.02.2010).

w roztworach wodnych oraz whasciwos$ci uktadu doswiad-
czalnego, w ktorym fulereny sie znajdujg [6-8].

FUNKCJONALIZACJA FULERENOW

Fulereny rozpuszczajg sie w wielu rozpuszczalnikach
niepolarnych, zardwno alifatycznych jak i aromatycznych
[9], Staba rozpuszczalnos$¢ fulerenéw w cieczach polarnych
jest powaznym mankamentem, gdy pod uwage wezmie sie
biomedyczne zastosowanie ,weglowych piteczek". Pomi-
mo hydrofobowosci fulerenéw udato sie otrzymaé w wo-
dzie stabilne roztwory C®@nazywane nano-Ce) Czasteczki
C®Ow kontakcie z woda, tworzg trwate agregaty nanome-

trycznych wymiardw. Roztwory nano-C@mozna uzyskac
poprzez wymiane rozpuszczalnikéw. Mieszajgc z wodg
nasycony roztwdr fulerenu C®w toluenie i poddajgc go
dziataniu ultradzwiekow do catkowitego odparowania to-
luenu, otrzymujemy koloidalny roztwdr wodny agregatéw
C* [10-12].

W zaleznoSci od sposobu przygotowania roztwordw
fulerenu w wodzie, uzyskujemy agregaty o réznych wiel-
kosciach, barwie i reaktywnoéci. Liczne prace donoszg o
toksycznosci tak przygotowanych roztworéw wobec struk-
tur komadrkowych poprzez oddziatywania elektrostatyczne
[13,14] oraz poprzez generowanie reaktywnych form tlenu
[15,16]. Dziatanie roztworami nano-C&)w stezeniu powyzej
0,4 ppm na komérki bakterii £. coli DH5a i B. subtilis CB315
w hodowlach prowadzonych zaréwno w warunkach tleno-
wych jak i beztlenowych, powodowato zahamowanie ich
wzrostu. Niektorzy badacze uwazajg [17], ze toksycznos¢
roztworéw nano-C8wobec komaérek wigze sie ze sposobem
przygotowania tych roztworéw i mozliwoscig adsorpcji
rozpuszczalnikéw organicznych uzytych do przygotowa-
nia roztworéw na powierzchni nano-C».

Teorie te potwierdzajg wyniki badan [18], w ktérych do
przygotowania roztwordw nano-C®wykorzystano roztwo-
ry fulerenu CwWw tetrahydrofuranie (THF/n-C@). Roztwory
te napromieniowano promieniowaniem gamma w dawce
34 kGy. Analiza spektroskopowa metoda FTIR potwierdzi-
fa radiacyjng degradacje THF. Napromieniowanie roztworu
THF/n-C ,przed ekstrakcjg fulerenu do wody, prowadzi-
to do catkowitej utraty cytotoksycznosci przez uzyskane w
ten sposéb wodne roztwory nano-C”. Ponadto roztwory te

Rycina 3. Pochodne hydrofilowe fulerenu C”: a) PVP-fuleren, b) fulerenol, c) PEG-fuleren, d) kompleks fule-

ren-cyklodekstryna.
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zyskaty zdolno$¢ do zmiatania RFT
i ochrony komorek ssakow przed
$miercia wywotang stresem oksy-
dacyjnym. Przygotowanie wodnych
roztworéw nano-Cw przez ekstrakcje
fulerenu z roztworu w THF z pomi-
nieciem napromieniowania promie-
niowaniem gamma, powodowato
znaczna toksycznos$¢ tak uzyskanych
roztworéw nano-Cw [19]. Nowsze
prace rowniez dowodzg toksycznosci
pozostatosci THF, a nie czastek na-
no-C&) w oddziatywaniu na komorki
ssakow [20,21].

R
|

Wiele metod modyfikacji C@ do
pochodnych rozpuszczalnych w wo-
dzie, polega na przytaczeniu okreslo-
nych grup funkcyjnych. W badaniach
nad biologicznym dziataniem fulere-
néw i ich whasciwosciami antyoksy-
dacyjnymi wykorzystuje sie gtownie
pochodne rozpuszczalne w wodzie
takie jak: fulerenole (polihydroksy-
fulereny), PEG-fulereny (z przyits-
czonym glikolem polietylenowym) i
PVP-fulereny (fulereny optaszczone
poliwinylopirolidonem) oraz kom-
pleksy fulerenu z cyklodekstrynami
(Ryc. 3).
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Wymienione powyzej przyktady hydrofilowych pochod-
nych okazaty sie Swietnymi zmiataczami wolnych rod-
nikow [22-24],

DZIALANIE PROMIENIOWANIA
JONIZUJACEGO NA KOMORKE

Absorpcja promieniowania jonizujgcego o energiach rze-
du kilku MeV przez materie jest niespecyficzna i prowadzi
do jonizacji atoméw i czasteczek. Poniewaz komorki ssa-
kéw sa zbudowane gtownie z czasteczek wody, stanowia-
cej okoto 70% masy komorki uszkodzenia powstajace pod
wptywem dziatania promieniowania jonizujacego sg wyni-
kiem reakcji przede wszystkim produktéw radiolizy wody.
Pod nieobecno$c¢ tlenu przebieg radiolizy wody mozna opi-
sa¢ rownaniem:

40H.0 - 26 OH +26e- +26H ++06H" +04H, +
0,7HD 2

Gdy w uktadzie jest obecny tlen, zachodza wtérne reak-
cje, podczas ktorych zanikaja redukujace produkty radioli-
zy:

H'+02-» HO/
ho/ u h ++o0,-"
0,+e;z -+ OF

Rodnik O,-' jest mato reaktywny i ulega spontanicznej
lub katalizowanej przez dysmutaze ponadtlenkowg reakcji
dysmutacji.

Rodnik wodorotlenowy jest najbardziej reaktywna czastka
sposrod wszystkich tzw. ,,reaktywnych form tlenu™ z czasem
zycia rzedu 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 wzgledu na swoja
wysoka reaktywno$¢ rodnik wodorotlenowy reaguje natych-
miast z otaczajgcymi czgsteczkami w miejscu swojego powsta-
wania. Rodnik 'OH ma bardzo wysoki potencjat utleniajacy, w
Srodowisku obojetnym E°('OH/OH) = 1,8 V. Ze wzgledu na
swoje wiasciwosci utleniajace i niespecyficzne dziatanie moze
modyfikowaé praktycznie wszystkie sktadniki budujace ko-
morki [25-27], Wolnorodnikowy mechanizm uszkodzen radia-
cyjnych sugeruje, ze zmiatacze wolnych rodnikéw powinny
chronié¢ struktury komoérkowe przed uszkodzeniem. Zwigzki
elektronodonorowe poprzez naprawe uszkodzen powstatych
np. w wyniku redukcji utlenionych grup funkcyjnych réwniez
powinny wykazywa¢ wihasciwosci ochronne.

Pierwsze badania nad zastosowaniem $rodk6w chemicz-
nych do ochrony przed promieniowaniem jonizujagcym
przeprowadzono ponad 60 lat temu [28,29], Zastosowano
wowczas hormon estradiol, ktory wykazywat witasciwosci
ochronne. Po odkryciu radioochronnego dziatania niekto-
rych zwigzkow tiolowych, przede wszystkim cysteiny, roz-
poczeto intensywne badania nad chemicznymi $Srodkami
radioochronnymi [29,30].
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Pomyst wykorzystania fulerenéw do ochrony komérek
przed dziataniem promieniowania jonizujacego zwigzany
byt z wtasciwosciami chemicznymi i biologicznymi fulere-
néw i ich pochodnych. Fulereny cechujg sie wysokim po-
winowactwem elektronowym, wobec czego tatwo przyts-
czajg rodniki oraz podstawniki nukleofilowe [31]. Ponadto
wyniki badan wskazujg, ze niektére z rozpuszczalnych w
wodzie pochodnych fulerenu C i C&nie wykazuja cytotok-
sycznos$ci w zakresie stezen stosowanym do ochrony przed
wolnymi rodnikami [32,33],

RADIOPROTEKCYJNE DZIALANIE FULERENOW

Radioochronne dziatanie fulerenolu na napromieniowa-
ne tkanki zdrowych szczuréw i myszy poréwnywane byto z
popularnym radioprotektorem amifosting o komercyjnej na-
zwie Ethyol®. Oba zwigzki wydtuzaty czas zycia szczurow
napromieniowanych dawka letalng 8 Gy powyzej 30 dni. Po-
nadto, fulerenol w dawce 100 mg/kg skuteczniej zapobiegat
obnizaniu liczby granulocytéw i limfocytow po napromie-
niowaniu szczuréw dawka subletalng 7 Gy niz amifostina
w stezeniu 300 mg/kg. Oba badane zwigzki wykazywaty
wiasciwosci ochronne wobec napromieniowanych tkanek,
jednak fulerenol efektywniej chronit $ledzione, jelito cienkie
i ptuca natomiast amifostina byta skuteczniejsza w ochronie
serca, watroby i nerek [34]. Podobne wyniki otrzymali inni
badacze [35], Podawali oni fulerenol CEOYOH)2Z myszom w
dawce 40 mg/kg przez 2 tygodnie. Nastepnie myszy na-
promieniowano dawkga 8 Gy na cate ciato. Zaobserwowano
zwiekszong o 73,7% przezywalno$¢ myszy po 30 dniach od
napromieniowania w stosunku do myszy, ktérym nie poda-
wano wstepnie fulerenolu. Stwierdzono ochrone jednego z
najwazniejszych enzyméw antyoksydacyjnych, dysmutazy
ponadtlenkowej i waznego, endogennego przeciwutlenia-
cza, glutationu oraz zmniejszenie peroksydacji lipidow w
komaérkach watroby. Fulerenol chronit przed utlenianiem
biatka mitochondrialne, wptywat na zachowanie potencja-
tu btony mitochondrialnej, hamowat indukcje apoptozy w
komarkach $ledziony.

Stwierdzono takze, ze fulerenol chroni komérki w wa-
runkach in vitro przed uszkodzeniami inicjowanymi radia-
cyjnie [36,37], Fulerenol chronit komérki szczepu Stylonychia
mytilus przed promieniowaniem gamma z €0Co az do dawki
1500 Gy [37]. Stopien ochrony byt zalezny od stezenia fule-
renolu w zakresie stezen 0,06-0,1 mg/ml. Jednak podwyz-
szenie stezenia do 0,25 mg/ml powodowato zmniejszenie
przezywalnoséci komérek w stosunku do kontroli napromie-
niowanej dawka 500 Gy. Swiadczy to o wplywie stezenia na
wiasciwosci ochronne fulerenolu.

Ochronne dziatanie uwodnionego fulerenu potwierdzo-
no w warunkach in vitro na izolowanym DNA oraz w wa-
runkach in vivo na napromieniowanych myszach, oceniajac
poradiacyjne uszkodzenia wywotane promieniowaniem X
w dawce od 1 do 7 Gy. Uwodniony fuleren jest roztworem
wodnym ChOuzyskanym poprzez ekstrakcje fulerenu z roz-
puszczalnika organicznego i poddanym dziataniu ultradz-
wiekow. Powstajg hydratowane agregaty o Srednicach oko-
to 1,8 lub 3,4 nm [12]. Zaobserwowano, ze stopien ochrony
DNA przez FulAq byt odwrotnie proporcjonalny do steze-
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Rycina 4. Wz6r chemiczny czasteczki joheksolu.

nia fulerenu [12]. Badacze efekt ten tlumacza powstawa-
niem stref hydratacyjnych w obrebie czasteczek i agregatow
fulerenu. Powstaje stabilny kompleks donor-akceptor o bu-
dowie CH@(H2)n. FulAq podany dootrzewnowo myszom
w dawce 0,1 lub Img/kg masy ciata wydtuzat zycie myszy
po napromieniowaniu dawkg subletalng 7 Gy proporcjonal-
nie do zastosowanego stezenia, jezeli podany byt przed na-
promieniowaniem. Podanie FulAq po napromieniowaniu
nie poprawiato przezycia myszy.

Badania majgce na celu okre$lenie zdolnosci do ochro-
ny przed promieniowaniem jonizujagcym przez fuleren Cfq|
potaczony z dendrymerem, prowadzono w warunkach in
vivo na stodkowodnej rybie Danio pregowanym (Danio re-
no) z rodziny karpiowatych. Zarodki Danio pregowanego
zostaty poddane dziataniu promieniowania jonizujagcego
w dawkach od 20 do 80 Gy w obecnosci i pod nieobecno$é
dendrofulerenu (DF-1). Ewentualna toksycznos$¢ oraz zdol-
nosci radioochronne DF-1 zostaly ocenione na podstawie

OH OH OH OH

4

Rycina 5. Wzdér chemiczny pochodnej jodowej fulerenu o wtasciwos$ciach kontrastujagcych w to-

mografii komputerowej.
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czasu przezycia, morfologii jak i czynnosci narzadow. DF-1
znaczaco obnizyt uszkodzenia wywotane promieniowa-
niem gamma z 13Cs, jesli podano go 3 godziny przed na-
promieniowaniem i 15 min po ekspozycji. DF-1 nie zapew-
niat zadnej ochrony, gdy zostat podany 30 min po napro-
mieniowaniu. Toksycznos$ci ze strony DF-1 nie stwierdzono
[38]. Dendrofulereny cechujg sie duzymi statymi szybkosci
z rodnikami tlenowymi, jednak ze wzgledu na duze roz-
miary, wydajnos$¢ reakcji zaleze¢ bedzie od mozliwosci
kontaktu obszaru bogatego w elektrony n z rodnikami czyli
od homogennego lub specyficznego miejscowo tworzenia
rodnikow [39],

W historii radiobiologii duzg uwage poSwiecono moz-
liwosci wykorzystania biatek antyoksydacyjnych w ochro-
nie przed promieniowaniem jonizujagcym. Zastosowanie
dysmutazy ponadtlenkowej w znaczacy sposéb zwiek-
szato przezywalno$¢ myszy poddanych dziataniu radiacji
[40,41], WHasciwosci radioochronne fulerendw wynikajg
gtéwnie z mozliwosci zmiatania rodnikéw generowanych
radiacyjnie w wyniku radiolizy wody. Jednak niektére z
pochodnych fulerenéw wykazuja dziatanie antyoksydacyj-
ne poprzez nasladowanie dziatania niektérych enzymoéw
antyoksydacyjnych [42,43], Zaobserwowano, ze fuleren CwW
z przytgczonymi resztami kwasu malonowego (nazywany
C3 wykazuje dziatanie nasladujace dziatanie manganowej
dysmutazy ponadtlenkowej (Mn-SOD) w warunkach in vi-
tro i in vivo [44], Reakcja miedzy maleinowg pochodng CHa
O t' nie zachodni bezposrednio [39], ale poprzez katalitycz-
ng dysmutacje anionorodnika ponadtlenkowego. Myszom
z zablokowanym enzymem SOD2 podano pochodng C3 co
spowodowato 3-krotne wydtuzenie ich zycia. Wyniki badan
immunochemicznych udowodnity, ze C3lokuje sie w mito-
chondriach. W zwigzku z powyzszym zaproponowano [31]
mechanizm dziatania karboksyfulerenu C3jako katalizatora
reakcji dysmutacji rodnikéw ponadtlenkowych.
Badacze uwazajg na podstawie obliczen meto-
dami modelowania molekularnego, ze reakcja
zachodzi poprzez przeniesienie niesparowanego
elektronu z anionorodnika ponadtlenkowego na
czasteczke C3 nastepnie anionorodnik C3' reagu-
je z kolejnym anionorodnikiem ponadtlenkowym,
w wyniku czego odtwarza sie C3i powstaje HD 2
Wyniki uzyskane w przedstawionych pracach
dowodzg faktu, ze fulereny lub niektére ich po-
chodne mogg chroni¢ komorki zaréwno przez
bezposrednig reakcje z wolnymi rodnikami jak i

OH przez na$ladowanie dziatania enzymoéw antyok-

sydacyjnych.
FULERENY JAKO RADIOUCZULACZE

Zdolno$¢ do generowania zwiekszonej ilosci
RFT nie zawsze jest niekorzystna z punktu wi-
dzenia medycznego. Mozliwo$¢ zwiekszenia ge-
nerowania RFT w komoérkach nowotworowych
poddanych napromieniowaniu, moze by¢ prze-
stanka do zastosowania fulerenéw w radioterapii.
Istniejg doniesienia o radiouczulajagcym dziataniu
nano-C&®na komdrki nowotworowe skory i wa-
troby poddawane dziataniu promieniowania y
z 6Co [45]. Poddano napromieniowaniu dwie
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linie komoérkowe (B16 i SMMU-7721) o réznej promieniow-
razliwosci. Obydwie linie napromieniowane w obecnosci
nano-C®wykazywaly wiekszg radiowrazliwo$¢ niz napro-
mieniowane bez fulerenu. Wyniki tych badan wykazaty ra-
diosensybilizacyjne wiasciwos$ci zawiesin nano-C@poprzez
zwiekszanie ilosci wytwarzanych RFT i uszkadzanie btony
komorkowej komoérek nowotworowych.

Wiasciwosci fuleren6w mozna modyfikowaé zaréwno
poprzez podstawniki przytgczane do czasteczki fulerenu
lub poprzez tworzenie komplekséw typu gos¢-gospodarz
oraz operujgc warunkami reakcji, w tym stezeniem fulere-
nu. Ochronny charakter fulerenolu, uchodzacego za obiecu-
jacy radioprotektor, zanika, gdy zwiekszymy jego stezenie.
Stosujac stezenie 0,25 mg/m| fulerenolu C&(OH)n n=18-22,
badacze zaobserwowali radiouczulajgce dziatanie zwigzku
poprzez obnizanie aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej,
katalazy oraz zwiekszanie poziomu peroksydacji lipidow w
bakteriach Stylonychia mytilius. Fulerenol w stezeniach po-
nizej 0,1 mg/ ml wykazywat dziatanie radioochronne [37],

DIAGNOSTYKA IZOTOPOWA Z UZYCIEM FULERENOW

Potencjalne wykorzystanie fulerenéw w radiobiologii nie
ogranicza sie do zmniejszania skutkow dziatania promie-
niowania na komarki prawidtowe. Ciekawe sg perspektywy
ich wykorzystania w diagnostyce medycznej do obrazowa-
nia z wykorzystaniem radioizotopow. Przenoszenie zwigz-
kéw chemicznych wewngatrz makromolekut zapewnia ich
odizolowanie od $rodowiska zewnetrznego, a tym samym
ochrone przed toksycznoscig zwigzkéw stosowanych w
diagnostyce. Ma to szczeg6lne znaczenie w przypadku ra-
diofarmaceutykéw, gdyz pozwala ograniczy¢ ich znaczng
toksyczno$¢ na prawidtowe komorki. Pochodne fulere-
néw, zawierajgce w swym wnetrzu atom(y) lub czasteczki
pierwiastkéw innych niz wegiel, to zwigzki endohedralne.
Przyjeto dla tej grupy oznaczenie M@Cn gdzie M to rodzaj
pierwiastka we wnetrzu fulerenu Cn n to ilo§¢ atomow we-
gla tworzacych fuleren. Pierwiastki, ktore najczesciej wyko-
rzystuje sie w diagnostyce, naleza do grupy lantanowcoéw.
Dla tej grupy pierwiastkow najwiekszg wydajnos$¢ zamyka-
nia pierwiastka wewnatrz fulerenu uzyskano dla czasteczki
C dajacej czasteczke typu M@C& Wykazano, iz jon lanta-
nowca M3 ktéry jest znacznie mniejszy niz wnetrze tego
fulerenu, jest ulokowany centrycznie [46]. Najczesciej ana-
lizowanym zwigzkiem typu M@C8&jest GA@Cg® Wybranie
tego zwiazku nie byto przypadkowe, poniewaz gadolin jest
stosowany jako czynnik kontrastujacy w diagnostyce rezo-
nansu magnetycznego (MRI). Aby zwiekszy¢ rozpuszczal-
nos¢ Gd@C®& w roztworach wodnych, poddano ten zwig-
zek hydroksylacji [47,48]. Ponadto, poréwnanie zdolnosci
do zmiatania RFT oraz redukcji stabilnego rodnika DPPH
przez polihydroksyfuleren z wigczonym gadolinem Gd@
C&OH)7, i fulerenol C&OH)2wykazato, ze GA@CK(OH)2
jest skuteczniejszym zmiataczem rodnikéw OH, DPPH
oraz tlenu singletowego niz C&(OH)2 [49].

Szeroki zakres mozliwos$ci zastosowania pochodnych
fulerenéw w diagnostyce obrazowej stanowi wyzwanie dla
naukowcéw, aby otrzymaé pochodne o jeszcze lepszych
wiasciwosciach kontrastujgcych. Opracowano synteze po-
chodnej jodowej fulerenu, ktéra moze by¢ alternatywg dla
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zastosowan joheksolu, N,N'-bis-(2,3-dihydroksypropylo)-
5-[N-(2,3-dihydroksypropylo)acetamido]-2,4,6-trijodo-
izoftalamidu (Ryc. 4) w tomografii komputerowej [50].
Otrzymana pochodna fulerenu C8o wzorze strukturalnym
przedstawionym na Ryc. 5 cechowata sie wysokim poten-
cjatem kontrastujgcym.

W medycynie nuklearnej stosowanie radiofarmaceu-
tykdw moze nie$¢ ze sobg podwdjne korzysci. Moga one
bowiem by¢ wykorzystane zaréwno w terapii jak i w dia-
gnostyce klinicznej. Do takich radiofarmaceutykow nalezg
m.in. kompleksy radioizotopu 18Ho [51]. W wyniku rozpa-
du 1BHo nastepuje emisja czgstek /F stosowanych w terapii
i emisja kwantow promieniowania y wykorzystywanych w
diagnostyce. Do zamkniecia izotopu holmu uzyto polihy-
droksyfuleren C@® podobnie jak do zamkniecia jonu gado-
linu. Oddziatywanie 1BHox@C8(OH)v na komérki myszy
sprawdzono w warunkach in vivo. Wyniki badan wyka-
zaly, ze 1BHox@C8(OH)vjest trudno metabolizowany oraz
wykazuje duzg stabilno$¢ kinetyczng. Gtownym miejscem
akumulacji 168H ox@C8(OH)vbyty kosci, watroba i nerki [52].
Innym izotopem, uzywanym w diagnostyce SPECT czy-
li tomografii emisyjnej pojedynczych fotonéw ( ang. single
photon emission computed tomography) jest technet "Tc. Utwo-
rzono egzohedralny zwigzek kompleksowy pomiedzy poli-
hydroksyfulerenem a "Tc [53], Badania na krolikach wyka-
zaty, ze gtownym miejscem akumulacji kompleksu byty wg-
troba, $ledziona i kosci. Akumulacja kompleksu fulerenolu
i technetu w kluczowych organach, moze zwiekszaé jego
wiasciwosci radioochronne dla catego organizmu zwierze-
cego.

PODSUMOWANIE

Fulereny sg obiecujaca klasg zwigzkow mogacych miec
zastosowanie w radiobiologii. Ich funkcja radioochronna
lub radiouczulajgca zalezy od jakosci i ilosci podstawnikdw,
wielkos$ci czasteczki, sposobu przygotowania zawiesin lub
roztworéw, zastosowanego stezenia zwigzku. Niezwykle
wazne jest okre$lenie mechanizméw dziatania fulerenow i
ich pochodnych w réznych uktadach doswiadczalnych, w
celu okreslenia warunkdw, w ktérych dominujg wtasciwo-
§ci ochronne, a w ktérych moga przejawiac sie wiasciwosci
prooksydacyjne. Odmienne zachowanie nanoczasteczek
fulerenowych w komérkach prawidtowych i nowotworo-
wych jest bardzo obiecujgcg przestankg do zastosowania
ich w radioterapii.
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ABSTRACT

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 (02) radicals and hydrogen peroxide (HD 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 biatek transbtonowych z zastosowaniem
zestawu ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction Kit

STRESZCZENIE

o solubilizacji biatek btonowych, niezbednej miedzy innymi w procedurze ich oczysz-
D czania, stosowane sg najczesciej jonowe lub niejonowe detergenty. Zastosowanie deter-
gentéw moze jednak niekorzystnie wptywaé na strukture biatek, co uniemozliwia ich dalsze
badania funkcjonalne. Ponadto, detergenty sg czgsto mato skuteczne, szczeg6lnie do wydaj-
nej solubilizacji biatek zawierajacych powtarzajgce sie domeny transhtonowe. Najnowszy
zestaw ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction Kit (TM-PEK), oferowany przez
firme Merck, zawiera w swoim sktadzie odczynniki pozbawione detergentéw. Zapewnia to
tagodng i wydajng ekstrakcje biatek zawierajagcych nawet siedem domen transbtonowych,
takich jak receptory sprzezone z biatkami G (GPCR), np. biatka Frizzled-4 i CELSR-3 z li-
nii komoérek ssakéw. Wyizolowane z zastosowaniem zestawu TM-PEK frakcje wzbogacone
w biatka transbtonowe, moga by¢ uzywane w testach enzymatycznych. Ich charakterystyke
mozna prowadzi¢ z zastosowaniem natywnej elektroforezy zelowej, 1- i 2-D elektroforezy w
zelach poliakryloamidowych w obecnosci siarczanu dodecylu (SDS-PAGE), spektrometrii
mas, metody Western blotting, immunoprecypitacji i ELISA. W poréwnaniu z innymi meto-
dami, ekstrakcja biatek z zastosowaniem zestawu TM-PEK nie wymaga sonikacji, dtugiego
wytrzgsania, ultrawirowania i inkubacji prébek w wyzszych temperaturach.

WPROWADZENIE

W zalezno$ci od sposobu oddziatywania z btong, biatka btonowe dzieli si¢ na
biatka integralne i powierzchniowe. Biatka integralne, ktore przechodzg przez
dwuwarstwe lipidowg btony, nalezg do grupy biatek transbtonowych [1], Biatka
transbtonowe z kolei, mozna podzieli¢ na biatka jednokrotnie (biatka monotopo-
we) lub wielokrotnie (biatka politopowe) przechodzace przez btone.

Biatka btonowe odgrywaja ogromna role w komorce. Sa podstawowym elementem
budulcowym wiekszosci receptoréw znajdujacych sie na powierzchni komorek i biorg
udziat w patogenezie wielu chorob. Biatka transbtonowe sg potencjalnym celem po-
szukiwania nowych terapeutykow, dlatego tez znajdujg sie w centrum zaintere-
sowania wielu firm farmaceutycznych, zajmujacych sie projektowaniem lekéw.
Corocznie na rynku farmaceutycznym pojawia sie od kilkunastu do kilkudzie-
sieciu nowych $rodkow leczniczych. Szereg z nich ,,skierowanych” jest przeciwko
biatkom transbtonowym [2].

Analiza proteomiczna biatek btonowych jest obiecujgcym narzedziem pozwa-
lajacym na identyfikacje celéw dla nowych lekéw, a takze biomarkeréw choréb.
Niestety, pomimo ogromnego postepu technologicznego, istniejg duze proble-
my z ekstrakcjg i rozpuszczalnoscig biatek btonowych. Ograniczona dostepnosc
skutecznych technik przygotowania prébek biatek btonowych do dalszych apli-
kacji, opdznia dodatkowo tempo badan proteomicznych.

Biatka transbtonowe sg zakotwiczone w btonie, gtéwnie przez hydrofobowe
reszty aminokwasowe biatka zlokalizowane w hydrofobowym rejonie btony;
biatka te sg nierozpuszczalne w wodzie. Nie mozna ich zatem tatwo wyizolo-
wac z btony, na przyktad z wykorzystaniem roztworéw soli. W celu solubilizacji
tych biatek nalezy stosowaé np. detergenty lub inne zwigzki powierzchniowo
czynne, ktére poprawiaja rozpuszczalnos¢ biatek [1]. Niestety zastosowanie de-
tergentdbw moze niekorzystnie wptywaé na strukture biatek, co uniemozliwia
ich dalsze badania funkcjonalne.

Do rozpuszczania bhiatek btonowych stosowane sa najczesciej detergenty jo-
nowe (np. SDS) lub niejonowe (np. serii Triton®-X). W obecnosci SDS wiekszos¢
biatek ulega denaturacji, co uniemozliwia zastosowanie tak przygotowanych
probek do dalszych analiz, np. do badan funkcjonalnych. Natomiast niejonowe
detergenty sg tagodniejsze, ale czesto mniej skuteczne. W zwigzku z tym nie
nadaja sie do wydajnej solubilizacji biatek, szczegdlinie biatek wielokrotnie prze-
chodzacych przez dwuwarstwe lipidowa btony.
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W ofercie firmy Merck dostepny jest zestaw 0 nazwie
ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction Kit
(TM-PEK, nr katatalogowy 71772-3), umozliwiajgcy eks-
trakcje biatek btonowych z zachowaniem ich natywnej
konformacji; zestaw ten zapewnia wysoka wydajnos¢
oraz czysto$¢ frakcji biatkowych [3]. Jest on pozbawiony
detergentdw, co zapewnia tagodng ekstrakcje powierzch-
niowych iintegralnych biatek z komdrek i tkanek ssakow
[4], Zestaw ten umozliwia izolacje matych biatek oraz
duzych kompleksow biatkowych, zbudowanych z biatek
zwierajacych od jednej do kilku domen transbtonowych
np. biatek GPCR (receptory sprzezone z biatkami G), po-
siadajgcych siedem domen transbhtonowych.

Procedura ekstrakcji biatek z wykorzystaniem zesta-
wu TM-PEK jest dwuetapowa. Etap pierwszy obejmuje
zawieszanie komorek lub homogenizowanych tkanek w
buforze do ekstrakcji 1; po 10 min inkubacji prébki nale-
zy odwirowac. Podczas wirowania oddzielana jest frakcja
rozpuszczalna (cytoplazmatyczna) od nierozpuszczalnej,
zawierajacej biatka btonowe. Etap drugi obejmuje eks-
trakcje biatek transbtonowych z dwuwarstwy lipidowej,
poprzez zastosowanie jednego z dwdéch dostepnych w ze-
stawie buforow do ekstrakcji: 2A lub 2B. Bufory do eks-
trakcji 2A i 2B sg przygotowywane poprzez rozcieiczenie
odczynnikéw odpowiednio TM-PEK A lub TM-PEK B [4],
Charakterystyka poszukiwanego biatka dyktuje wybdr
odpowiedniego buforu do ekstrakcji. Bufor optymalny
dla poszukiwanego biatka powinien zosta¢ okreslony do-
Swiadczalnie. Bufor do ekstrakcji 2A pozwala w bardzo
tagodnych warunkach odzyska¢ niestabilne kompleksy
biatek. Dla porédwnania, bufor do ekstrakcji 2B jest wy-
dajnym odczynnikiem, ktéry utatwia odzysk trudnych
do ekstrakcji biatek, zawierajagcych wielokrotne domeny
transhtonowe. Do zestawu dotgczana jest dodatkowo
mieszanka inhibitorow proteaz, przeciwdzialajgca degra-
dacji oczyszczanych prébek. [4],

Odczynniki dostarczane w zestawie TM-PEK nadajg
sie do wiekszosci metod analizy biatek uzywanych ruty-
nowo w laboratoriach np. 1-D i 2-D elektroforezie w wa-
runkach natywnych lub w obecnos$ci SDS, w badaniach

aktywnos$ci enzymatycznych, w testach immunologicz-
nych, ELISA, w technice Western blotting i immunopre-
cypitacji. Probki biatek wyizolowane z jedno- i dwukie-
runkowych zeli poliakryloamidowych mozna analizowaé
dalej, po wczes$niejszym trawieniu otrzymanych biatek z
zastosowaniem trypsyny, z uzyciem spektrometrii mas.

WYNIKI I ICH DYSKUSJA

EKSTRAKCJA BIALEK ZAWIERAJACYCH
7DOMEN TRANSBLONOWYCH

W celu zbadania skutecznosci ekstrakcji biatek btono-
wych z uzyciem zestawu ProteoExtract® Transmembrane
Protein Extraction Kit i metody Western blott wykona-
no analize poré6wnawczg ekstrakcji dwoch typéw biatek
btonowych zawierajacych po 7 domen transbtonowych
(7-TM), CELSR-3 (ang. cadheAn-EGF-lag seven-pass recep-
tor-3) i Frizzled-4. Wydajno$¢ ekstrakcji wymienionych
biatek poréwnywano z receptorem EGFR (ang. epidermal
growth factor receptor) zawierajgcym pojedynczg dome-
ne transhtonowg (1-TM) (Ryc. 1) [4], Biatka Frizzled-4 i
CELSR-3 sg kluczowymi elementami szlaku przekazywa-
nia sygnatu WNT/PCP (ang. planar cell polarity). Biatka
z rodziny Frizzled petnig role receptoréw dla wydziela-
nych poza komodrke i oddziatujagcych z glikozaminoglika-
nami macierzy pozakomorkowej biatek Wnt o strukturze
zachowanej w ewolucji [5,6]. Biatka Frizzled oddziatujg z
biatkami Wnt dzieki obecnosci domeny zewnatrzkomor-
kowej, bogatej w reszty cysteiny [7,8]. Biatko CELSR-3
bierze natomiast udziat w regulacji wzrostu aksonéw [9],
Niewielka liczba danych biochemicznych dotyczgcych
CELSR-3 jest spowodowana duzymi trudnosciami zwiga-
zanymi z uzyskaniem biatka o peinej dtugosci.

Na rycinie 1 pokazano wydajnos$¢ ekstrakcji biatek
Frizzled-4, CELSR-3 i EGFR z wykorzystaniem detergen-
tu Triton X-100 i odczynnika TM-PEK A, w pordwnaniu
do probek wyizolowanych z wykorzystaniem SDS. Préb-
ki z SDS postuzyly jako kontrola sktadu lizatu komoérko-
wego [4], DosSwiadczenie to wykazato, ze zaréwno Tri-
ton X-100, jak i odczynnik TM-PEK A charakteryzuja sie
porownywalng wydajnoscig ekstrakcji biatka EGFR, za-

A B C
1 2 3 4 1 2 4 1 2 3 4
—
e (ot —_
- ® = - -
- ﬁ — R —
k)
EGFR (1-TM) Frizzled-4 (7-TM) CELSR-3 (7-TM)
MW: 160 kDa 60 KDa 358 KDa

Rycina 1. Ekstrakcja biatek transbtonowych z komérek raka piersi linii MDA-MB-468 [4], Biatka zawierajace jedna (1-TM) lub siedem (7-TM) domen transhtonowych
byty ekstrahowane z linii MDA-MB 468 z zastosowaniem procedury do zestawu TM-PEK, opisanej w protokole o numerze TB477. Dwie identyczne probki komoérek 1 x
107zostaty zawieszone w buforze do ekstrakcji nr 1 (TM-PEK 1), dzieki czemu we wstepnym etapie otrzymano biatka rozpuszczalne. Nierozpuszczalny materiat (frakcja
btonowa) zostat nastepnie zawieszony w buforze nr 2A (TM-PEK 2A) lub w 0,5% detergencie Triton X-100. Prébki z kazdej frakcji rozdzielane byty w 10% zelu poliakrylo-
amidowym w obecnoéci SDS. Detekcja biatek zostata wykonana z zastosowaniem metody Western blotting z uzyciem I-rzedowych przeciwciat skierowanych przeciwko
biatkom EGFR (A), Frizzled-4 (B) i CELSR-3 (C) oraz przeciwciat Il-rzedowych sprzezonych z HRP. Detekcje wykonano z zastosowaniem substratu chemiluminescencyj-
nego; 1 —kontrola pozytywna w 0,5% SDS (lizaty catych komérek); 2 —frakcja cytoplazmatyczna (TM-PEK 1); 3, 4 —frakq'e btonowe otrzymane z uzyciem detergentu
Triton X-100 (3) i buforu TM-PEK 2A (4). Strzatki wskazuja pozycje biatek o petnej dtugosci.
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Rycina 2. Pomiar aktywnos$ci enzymatycznej alkalicznej fosfatazy we frakcji bto-
nowej otrzymanej z uzyciem detergentu Triton X-100, odczynnika TM-PEK B lub
SDS [7], Aktywno$¢ enzymatyczng oznaczono w obecnos$cip-nitrofenylofosforanu
jako substratu. Pomiar absorbancji wykonano przy dtugosci fali 405 nm, w bufo-
rze o nastepujacym sktadzie: 0,1 M glicyna, pH 10,4,1 mM MgCI2i ImM ZnCIl2
Pomary wykonano w czterech powtdérzeniach (na wykresie przedstawiono od-
chylenie standardowe). Dane zostaty ujednolicone wobec prébek zawierajacych
detergent Triton X-100.

wierajacego pojedynczg domene transbtonowg (Ryc. 1A).
W przypadku ekstrakcji biatka Frizzled-4, zawierajgcego
7-TM, Triton X-100 okazat sie mato wydajny w poréwna-
niu z odczynnikiem TM-PEK A (Ryc. IB). Wyniki otrzy-
mane dla biatka CELSR-3 (7-TM) wykazatly, ze wyrazny
sygnat odpowiadajgcy biatku CELSR-3 o petnej dtugosci
(358 kDa), obserwowany byt jedynie w $ciezce numer 4.
Sciezka ta odpowiadata probce ekstrahowanej z uzyciem
odczynnika TM-PEK A. Wyniki te $wiadczg o tym, ze de-
tergenty Triton X-100 i SDS pozwalajg na ekstrakcje jedy-
nie fragmentow biatka CELSR-3 (Ryc. 1C) [7].

EKSTRAKCJA AKTYWNYCH BIALEK BLONOWYCH

Aktywnos$¢ enzymatyczng alkalicznej fosfatazy, za-
kotwiczonej w bionie komoérkowej za pomocag kotwi-
cy glikozylofosfatydyloinozytolowej (GPI, ang. glyco-
sylphosphatidylinositol-anchored), badano z uzyciem p-
nitrofenylofosforanu jako substratu. Otrzymane wyniki
pokazuja, ze probki zawierajagce biatka przygotowane z
zastosowaniem odczynnika TM-PEK B, charakteryzujg
sie 0 70% wyzszg aktywno$é¢ niz te, przygotowanie z za-
stosowaniem detergentu Triton X-100 (Ryc. 2) [7],

WYDAJINA EKSTRAKCJA FRAKCIJI BIALEK
BLONOWYCH DO ZASTOSOWANIA W PROTEOMICE

Ekstrakcja frakcji biatek btonowych do zastosowania w
proteomice stanowi pierwszy krok na drodze ku identyfi-
kacji nowych biomarkerédw biorgcych udziat w przekazy-
waniu sygnatu w komérce. Przygotowanie probek iroz-
dziat biatek btonowych stanowig obecnie duze wyzwanie
dla naukowcdéw. Najczesciej uzywang metodg rozdziatu
biatek, przed spektrometriag mas, jest dwukierunkowa
elektroforeza w zelach poliakryloamidowych. Nieste-
ty tradycyjna elektroforeza 2-D PAGE, tgczaca w sobie
dwie techniki, ogniskowanie izoelektryczne i elektrofo-
reze SDS-PAGE, obarczona jest btedem systematycznym
w przypadku rozdziatu biatek btonowych. Biatka trans-
btonowe posiadajg hydrofobowe rejony, ktore sg nie-
zwykle sktonne do agregacji w trakcie ogniskowania izo-
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Rycina 3. Poréwnanie ekstrakcji biatek z komérek linii A431 z uzyciem detergen-
tu Triton X-100 (kolor purpurowy) i odczynnika TM-PEK B (kolor zielony) [7],
Uzyto 200 pg biatka catkowitego na probke. Kolor czarny wskazuje probki pokry-
wajace sie. Warunki rozdziatu biatek z uzyciem elektroforezy dwukierunkowej:
ogniskowanie izoelektryczne (pierwszy kierunek), pH 3-10 (od lewej do prawej);
drugi kierunek 4-15% Tris-HCI| SDS-PAGE.

elektrycznego (IEF) i podczas pézniejszego rozdziatu na
SDS-PAGE [10]. Jak pokazano na rycinie 3, prébki biatek
ekstrahowane z linii komdérkowej A431 z uzyciem zesta-
wu TM-PEK, wykazujg rézny wzdr rozdziatu prazkow w
2-D PAGE, w poréwnaniu z prébkami przygotowanych
z zastosowaniem detergentu Triton X-100. Liczniejsza
reprezentacja podstawowych biatek (prawa strona zelu)
obserwowana byta w probkach przygotowanych z uzy-
ciem zestawu TM-PEK [7],

PODSUMOWANIE

Zestaw ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction
Kit oferowany przez firme Merck umozliwia wydajna eks-
trakcje biatek transbtonowych. tagodna metoda ekstrakcji z
uzyciem odczynnikoéw pozbawionych detergentéw umozli-
wia zastosowanie tego zestawu w badaniach proteomicznych.
Procedura stosowana do oczyszczania z uzyciem zestawu TM-
PEK pozwala na wzbogacenie prébki w integralne i zwigzane
z btonami biatka, zapewnia powtarzalno$¢ wynikow doswiad-
czen, jak rowniez lepsze dostosowanie otrzymanych prébek do
dalszych badan. W poréwnaniu z innymi metodami, procedu-
ra zuzyciem zestawu TM-PEK nie wymaga sonikacji, dtugiego
wytrzasania, ultrawirowania i inkubacji probek w wyzszych
temperaturach. Dlatego tez minimalizuje ryzyko degradacji lub
uszkodzenia biatek w trakcie i po ekstrakcji z btony.
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Efficient extraction of transmembrane proteins using
ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction Kit

Karina Blachnio

Merck Sp. z 0.0., Al. Jerozolimskie 178, 02-486 W arszawa, Poland; www.merck-chemicals.pl

e-mail: karina.blachnio@ merck.pl

Key words: transmembrane proteins, protein extraction, proteomic, mass spectrometry, GPCR

ABSTRACT

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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WSKAZOWKI

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii" moga
mie¢ charakter artykutéw monograficznych, krétkich not o najnow-
szych osiggnieciach i pogladach oraz listéw do Redakcji. Redakcja nie
ogranicza objetosci manuskryptéow, jakkolwiek w kazdym przypadku
zalecana jest zwiezto$¢ stylu, bez utraty jasnos$ci przekazu.

Autorzy odpowiadajg za prawidtowos$¢ i $cistos¢ podawanych in-
formacji oraz poprawno$¢ cytowanego pismiennictwa. Ujecie prac
winno by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienia zilustrowane za
pomocg tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne,
fotografie), w uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku,
gdy Autorzy zamierzaja wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publi-
kowane przez autoré6w cytowanych prac oryginalnych, do czego Re-
dakcja zacheca, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam zgode na przedruk,
zarowno od autoréw, jak i z wydawnictwa. Niemniej konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmien-
nictwa jest rowniez mile widziane. Przekazanie artykutu do redakcji
jestrownoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta publi-
kowana ani nie zostata zgtoszona do publikacji w innym czasopismie,
natomiast jezeli zostanie wydrukowana w ,,Postgpach Biochemii", jej
publikacja w catosci lub we fragmentach w innym czasopi$mie wyma-
gac bedzie uprzedniej zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzacy prace podejmuje de-
cyzje o przyjeciu lub odrzuceniu manuskryptu na podstawie witasnej
opinii i opinii dwéch niezaleznych recenzentéw, w ciggu 6 tygodni od
momentu otrzymania artykutu. W przypadku, kiedy praca wymaga
poprawek odautorskich, Autorzy otrzymuja droga elektroniczna opi-
nie recenzentdw i proszeni sg o przygotowanie poprawionej wersji
manuskryptu i odestanie go do Redakcji w ciggu 8 tygodni. Ostatecz-
na decyzje o przyjeciu pracy podejmuje Redaktor Naczelny w ciggu 2
tygodni od otrzymania poprawionej wersji manuskryptu.

Autorzy sa zobowigzani do wykonania korekty autorskiej i poinfor-
mowania Redakcji o koniecznych zmianach, poczta elektroniczng lub
faksem, w ciggu 3 dni od chwili otrzymania.

Kazdy z Autoréw otrzymuje jeden egzemplarz numeru ,,Postepéw
Biochemii", w ktérym ukazat sie jego artykut.

WSKAZOWKI SZCZEGOLOWE:

Przed przystapieniem do napisania artykutu Autorzy sg prosze-
ni o zapoznanie si¢ z najnowszym numerem ,,Postepéw Biochemii",
aby przygotowac prace pod wzgledem edytorskim, jezykowym oraz
jako$ci materiatu ilustracyjnego, ktére beda odpowiadaty aktualnym
wymogom Redakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem nauko-
wym, lecz zrozumiatym dla niespecjalistow. Poprawno$¢ logiczna i
stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelno$¢. Auto-
rzy winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze
ogranicza¢ stosowanie skr6tow nawet, jesli bywajg uzywane w pra-
cach specjalistycznych. Kazda z prac nadestanych do Redakcji podlega
ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega
sobie prawo dokonania skrdcenia tekstu i wprowadzenia koniecznych
zmian, réwniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

Prosimy o nadsytanie prac pocztg elektroniczng. W wyjatkowych
przypadkach dopuszcza sie, przysytanie prac na ptycie CD. Tekst wi-
nien by¢ zapisany jako *.doc w formacie IBM PC, a pliki zawierajace
ryciny jako: *tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst powinien by¢ napisany
z zachowaniem podwoéjnego odstepu miedzy wierszami, z uzyciem
czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i znaki specjalne
prosimy wstawia¢ komenda ,,insert". W tek$cie prosimy wskaza¢ miej-
sce umieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

W skazany jest podziat artykutu na nienumerowane rozdziaty ipod-
rozdziaty.

Strona 1 (tytutowa) zawiera tytut artykutu, imiona i nazwiska Au-
toréw (ze wskazaniem autora korespondujgcego), tytut naukowy kaz-
dego z Autoréw i ich miejsce pracy z adresem pocztowym, numerem
telefonu iadresem poczty elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz
stosowanych skrétéw (do 10) w porzadku alfabetycznym (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrécony tytut pracy (do 25 znakéw).

Postepy Biochemii

DLA AUTOROW

Kolejno numerowane strony obejmuja streszczenie (do 150 wyra-
z6w), tekst pracy i pismiennictwo. Na kolejnych stronach winny by¢
umieszczone tabele oraz tytuty i objasnienia rycin. Ostatnia strona win-
na zawiera¢ nastepujace informacje w jezyku angielskim: tytut artyku-
tu, imiona i nazwiska Autoréw oraz miejsca pracy, stowa kluczowe (do
6) i krotkie streszczenie artykutu (do 150 wyrazow).

Pismiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cytowan orygi-
nalnych prac, odsytajgc czytelnikéw w miare mozliwos$ci do artykutow
przegladowych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyzej 70 publika-
cji, w wiekszosci pochodzacych z ostatnich 10 tat. Wykaz piSmiennic-
twa obejmuje prace w kolejnoéci ich cytowania. W tekscie, zaznacza
sie je liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26], Spos6b cytowania prac oryginalnych (1) i przegladowych
(2), ksigzek (3), rozdziatéw z ksiazek jednotomowych (4), rozdziatdw
z tomow serii opracowanych przez réznych redaktorow (5) wskazuja
ponizej podane przykfady:

1. Jiang QX, Wang ON, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis ol KvAP
voltage-dependent K+channes in an open conformation. Nature 430: 806-810

2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by Ca2~ATPase of
the sarcoplasmic reticulum. Annul Rev Biochem 73: 269-292

3. Dotowy K, Szewczyk A, Pikuta S (2003) Btony biologiczne, Wydawnictwo Nauko-
we Slask, Katowice, Warszawa

4. Michalak M, Nakamura 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. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja konca 5'
(KAPU) mRNA iU snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu, Poznan, str. 143-179

Tabele winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem i ewentualnie
takze niezbednymi objasnieniami umieszczonymi pod tabela. Wielkos¢
tabel powinna by¢ dostosowana do szerokosci jednego tamu (8,5 cm)
lub strony (18 cm).

llustracje: ryciny winny by¢ zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub
*.eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1. Wielko$¢ ryciny po-
winna by¢ dostosowana do szerokosci jednego tamu (8,5 cm) lub stro-
ny (18 cm). Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz
postugiwac sie skrotami. Opisy na rysunkach powinny by¢ wykonane
czcionka Arial 8 p. llustracje i tabele prosimy przesyta¢ w osobnych pli-
kach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mie¢ minimalng rozdzielczo$¢
300 dpi dla obrazéw kolorowych i skali szarosci (zdjecia czarno biate)
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-biatych (schematy, wzory struktural-
ne zawierajace tylko czern i biel).

PRZESYLANIE PRAC:
Prace w formie elektronicznej prosimy przesyta¢ na adres:
postepy@nencki.gov.pl
W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowiedniego opro-
gramowania, prosimy o przystanie pracy na dyskietce lub ptycie CD;
zabezpieczonej przed uszkodzeniem w czasie transportu, na adres:
Stawomir Pikuta, Redaktor Naczelny kwartalnika "Postepy Bioche-
mii"”, Instytut Biologii DoSwiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN,
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

OPLATA ZA DRUK:

Zgodnie z decyzjg Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo pobiera od Au-
torow optate, pokrywajgca czesSciowo koszt druku artykutu. Optata
za wydrukowanie jednej strony artykutu wynosi 150 zt. Szczegétowe
informacje zamies$ciliSmy pod adresem:

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm

KOREKTA:

Powinna by¢ wykonana na pliku pdf przestanym przez redakcje, w
formie komentarzy lub skreslen, w programie Adobe Reader V. 8 lub
nowsza (program bezptatny, http://get.adobe.com/reader/).

Korekta obejmuje btedy: literéwki, znaki interpunkcyjne oraz btedy
zawinione przez redakcje, pozostate zmiany sg objete dodatkiem 10%
do optaty za druk.
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TurboFect™ siRNA Transfection Reagent

Highly efficient silencing at low siRNA concentrations

. Efficient siRNA transfection
S Ail the advantages at a glance

Highly efficient siRNA transfection.

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

Red - Cy3-labeled siRNA
Blue - DAPI stained nuclei

Green- endosomes labeled with ani-Transferrin
receptor antibodies

Applications
SiRNA transfection.
siRNA-DNA co-transfection.

Efficient gene silencing using GFP specific siRNA
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Inhibition of GFP expression in cells transfected with GFP-targeting siRNA.
siRNA concentrations recommended by each manufacturer were used.

TurboFect™ Protein Transfection Reagent

Highly efficient delivery of functionally active proteins

. Transfected goat IgG is localized in Hela ceil
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

Alexa Fluor 488-labeled goat IgG

- DAPI stained nucleus

- endosomes labeled with PE conjugated
mouse anti-Transferrin receptor antibodies

Application

+ Delivery of proteins, antibodies and peptides.

High transfection efficiency
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Comparison of Fermentas reagent with transfection reagents from other vendors. Hela cells
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Calbiochem®

RapidStep™ ECL Reagent

Gotowy do uzycia substrat
chemiluminescencyjny, przeznaczony
do detekcji peroksydazy chrzanowej
(HRP) z zastosowaniem metody
immunoblottingu.

Cechy:

 Wygoda:
Dostarczany w butelce z dozownikiem
w sprayu,
Wystarczy tylko rozpyli¢ na membrane,
Nie wymaga mieszania ze sobg luminolu
oraz roztworu wzmacniacza
chemiluminescencji.

 Wysoka czutos¢:
Wykrywa nawet 20 pg biatka.

* Dtugotrwatosc¢:
Emisja Swiatta wykrywana do 2 godzin
po dodaniu substratu.

ada) . 058-450-553!“

* Uniwersalnos¢:
Uzywany z membranami
nitrocelulozowymi lub PVDF.
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